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Dynamique des changements de la longueur des télomères individuels et de leur 
architecture nucléaire dans les cellules néoplasiques 
Par 
Oumar Samassékou 
Service de génétique, Département de Pédiatrie 
Thèse présentée à la Faculté de Médecine et des Sciences de la Santé 
en vue de l'obtention du diplôme de Philosophiae Doctor (Ph.D) en Biochimie, Faculté de 
Médecine et des Sciences de la Santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Les télomères jouent un rôle très important dans la cancérogenèse. Ils assurent 
1'immortalisation des cellules tumorales en maintenant leur longueur grâce à l'activation de 
la télomérase ou du mécanisme alternatif d'élongation des télomères (ALT). Malgré ces 
mécanismes, les télomères des cellules tumorales sont généralement plus courts que ceux 
des tissus sains. Les télomères courts dans les cellules cancéreuses favorisent l'instabilité 
chromosomique, qui est l'un des facteurs aggravant le processus néoplasique. 
L'architecture nucléaire des télomères peut aussi être remaniée au cours du processus 
néoplasique et être associée à une instabilité génomique. Dans la perspective de 
comprendre davantage le rôle des télomères dans le cancer, nous avons étudié la longueur 
des télomères individuels et leur architecture nucléaire dans des cellules néoplasiques. 
En utilisant la leucémie myéloïde chronique (LMC) comme modèle d'étude, nous 
avons établi le premier profil de longueur de tous les télomères individuels dans une 
pathologie cancéreuse. Les télomères des bras chromosomiques Xp, 18p et 5p étaient parmi 
les plus longs alors que les plus courts étaient ceux des 21p et 21q. En comparant avec des 
cellules normales, nous avons établi le taux de raccourcissement des télomères individuels 
dans la LMC. Cette comparaison nous a aussi fait remarquer la présence de longs télomères 
sur certains bras chromosomiques des cellules de la LMC. Ces données nous ont conduits à 
explorer les différentes voies de maintien de la longueur des télomères dans la LMC. En 
mettant en évidence la présence de cercles télomériques, nous avons montré que le 
mécanisme ALT était utilisé par les cellules LMC pour maintenir la longueur de leurs 
télomères. Enfin, l'utilisation de la lignée cellulaire LoVo dérivée d'un cancer du côlon 
nous a permis de déterminer que le profil de longueur des télomères individuels pouvait 
être différent d'une pathologie cancéreuse à une autre et que des mutations spécifiques de 
TP53 influencent ce profil dans une même cellule cancéreuse. Par conséquent, le profil de 
la longueur des télomères individuels d'une cellule cancéreuse est défini par le patrimoine 
génétique de l'individu, le type de tumeur et la nature des mutations présentes. 
Concernant l'architecture nucléaire des télomères, nous avons d'abord étudié 
l'effet aigu de différents agents endommageant l'ADN sur des cellules normales. Nous 
avons observé une modification de l'architecture nucléaire des télomères, surtout marquée 
par la présence d'agrégats télomériques, ainsi qu'un changement de la position des 
télomères en réponse à une exposition aux UVB. Ensuite, nous avons montré qu'un 
remodelage de l'architecture nucléaire des télomères pouvait survenir dès la première phase 
clinique de la LMC. De plus, nous avons catégorisé les cellules LMC en deux groupes en 
fonction du nombre d'agrégats télomériques présents. Enfin, nous avons montré que la 
mutation TP53-R175H entraînait une plus grande altération de l'organisation nucléaire des 
télomères associée à une plus grande instabilité génomique que les autres mutations de 
TP53 étudiées. Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse serviront de fondements 
pour une application clinique et pour une meilleure compréhension de l'implication des 
télomères dans la cancérogenèse. 
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Dynamic changes of lengths of individual telomeres and their nuclear architecture in 
neoplastic cells 
By 
Oumar Samassékou Division of Genetics, 
Department of Pediatrics, 
Doctorate thesis presented at the Faculty of Medicine and Health Sciences in order to 
obtain the degree of Philosophiae Doctor (Ph.D) in Biochemistry, Faculty of Medicine and 
Health Sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada J1H 5N4 
Telomeres play an important role in carcinogenesis. They assure immortalization 
of tumor cells by maintaining their length through the activation of telomerase or the 
alternative lengthening of telomere. Despite these mechanisms, telomeres of tumor cells are 
generally shorter than those of normal cells. In cancer cells, short telomeres promote 
chromosomal instability, which is one of the aggravating factors of neoplastic process. 
Also, the nuclear architecture of telomeres can be altered during carcinogenesis and cause 
genomic instability. To further understand the roles of telomeres in cancer, we studied the 
length of individual telomeres and their nuclear architecture in neoplastic cells. 
Using chronic myeloid leukemia (CML) as a model, we established the first length 
profile of all individual telomeres in cancer. We found that telomeres on chromosome arms 
Xp, 18p and 5p were among the longest while the shortest were on 21p and 21q .Also, by 
comparing with normal cells, we established that individual telomeres of CML cells had 
different shortening rates. Moreover, we noted the presence of long telomeres on some 
specjfic chromosome arms in CML cells. These data led us to explore different 
mechanisms of telomere length maintenance in CML cells and we showed that both 
telomerase and the ALT can be used to maintain their telomere length. Finally, the use of 
LoVo cell line, from colon carcinoma, allowed us to show that the profile of individual 
telomere length can be dissimilar in different cancers; and specific mutations of TP53 
influence this profile in a same cancer cell. Therefore, the profile of individual telomere 
length of a cancer cell is defined by the genetic background of the individual, the tumor 
type, and the nature of the mutations. 
The study of nuclear architecture of telomeres was done in three different settings. 
First, we explored impacts on nuclear architecture of telomeres after exposing normal cells 
to DNA-damaging agents. We particularly observed the presence of telomeric aggregates 
and a change in the position of telomeres in response to UVB exposure. Next, we showed 
that remodeling of the nuclear architecture of telomeres could occur as early as the first 
clinical phase of CML. Moreover, we categorized CML cells into two groups according to 
the number of telomeric aggregates. Finally, we showed that the mutation TP53-R175H 
lead,to greater alteration of the nuclear organization of telomeres and a genomic instability 
than the other studied TP53 mutations. The work, presented here, fosters our understanding 
on the involvement of telomeres in carcinogenesis and will serve as foundation for future 
studies on length of individual telomeres and their nuclear architecture in cancers. 
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polymérase 
XIX 
Ph Chromosome Philadelphia 
PNA Peptide Nucleic Acid, acide nucléique peptidique 
POTl protection of telomeres 1 homolog, homologue 1 de la protection des 
télomères 
q bras long des chromosomes 
Q-FISH quantitative FISH, FISH quantitative 
RAD50 RAD50 homolog, Homologue de RAD50 
RBI retinoblastoma 1, rétinoblastome 1 
RH. homologous recombination, recombinaison homologue 
RT room temperature, température de la pièce 
RNA ribonucleic acid, acide ribonucléique 
S période S du cycle cellulaire 
SAS Statistical Analysis Software, logiciel d'analyse statistique 
SSB single-strand break, cassure monocaténaire 
SSPS Statistical Package for the Social Sciences, ensemble statistique pour les 
sciences sociales 
STELA Single telomere elongation length analysis, technique d'analyse de longueur 
des télomères individuels 
TA/ AT telomere aggregates, agrégats télomériques 
TCABl telomerase Cajal body protein 1, protéine du Corps de Cajal 1 de la 
télomérase 
TERC telomerase RNA component, composante ARN de la télomérase 
TERFl telomeric repeat-binding factor 1, facteur 1 de liaison aux répétions 
télomériques 
TERF2 telomeric repeat-binding factor 2, facteur 2 de liaison aux répétions 
télomériques 
TERF2IP telomeric repeat binding factor 2 interacting protein, protéine interagissant 
avec le facteur 2 liaison télomérique. 
TERRA telomeric repeat-containing RNA, répétitions télomériques en ARN 
TERT telomerase reverse transcriptase, transcriptase inverse de la télomérase 
TIN2 TERFl-interacting nuclear factor 2, facteur 2 d'interaction nucléaire de 
TERF-1 
Tm température de dissociation 
TP53 tumor protein p53, la protéine suppresseure de tumeurs p53 
TP53BP1 tumor protein p53 binding protein 1, protéine 1 de liaison à la protéine p53 
TPPl proteine du gène de l'ACD {adrenocortical dysplasia) 
U unité 
UVB ultraviolet de type B 
vol volume 
WRN protéine de Werner 
INTRODUCTION 
1. Généralités 
Le matériel génétique humain, constitué d'acide désoxyribonucléique (ADN), est 
empaqueté dans les chromosomes. Il en existe 23 paires, incluant une paire de chromosomes 
sexuels. Les chromosomes se présentent sous forme de filaments qui se condensent au cours 
de la division cellulaire pour former des structures en forme de bâtonnets. Leur étude 
microscopique permet d'identifier deux bras chromosomiques: le plus court est appelé « p » 
(pour petit) et le plus long est appelé « q » (la lettre qui suit p). Ces deux bras sont séparés 
par une constriction nommée centromère. À l'extrémité de chaque bras chromosomique se 
trouve une structure spéciale appelée télomère qui joue un rôle capital dans l'homéostasie 
cellulaire (Holmquist, 1991). 
2. Rappel historique 
Les travaux séminaux, réalisés par Hermann J. Millier, ont été les premiers à nous 
faire découvrir l'univers des télomères. En effet, après avoir exposé la mouche Drosophila 
Melanogaster aux rayons X, il a remarqué que les extrémités chromosomiques n'étaient pas 
altérées alors que le reste du génome présentait des délétions et des inversions. Il nomma 
d'abord les extrémités des chromosomes «gène terminal», avant de leur donner le nom de 
télomère qui provient des termes grecs «telos» (fin) et «meros» (part) (Muller, 1938). Deux 
ans plus tard, une généticienne du nom de Barbara McClintock lors de ses études sur le 
maïs, décrivit comment les cassures des chromosomes pouvaient résulter en la fusion de 
leurs extrémités conduisant à la formation de chromosomes dicentriques. Malgré cette 
anomalie chromosomique, les extrémités pouvaient être restaurées en acquérant de 
nouveaux télomères. Grâce à ses travaux subséquents, elle a montré que les télomères 
prévenaient les cycles de cassure-fusion-pont qui sont préjudiciables à la survie cellulaire à 
cause de l'instabilité génomique qu'ils engendrent (McClintock, 1939). 
Trente ans après ces découvertes majeures, les télomères suscitèrent de nouveau de 
l'intérêt. Après la découverte de la structure hélicoïdale de l'ADN, James Watson émit 
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l'hypothèse du problème de réplication des extrémités chromosomiques à cause de la 
synthèse de l'ADN se faisant dans la direction 5'—>3'. La conséquence serait que la 
polymérase ne pourrait pas complètement synthétiser l'extrémité 3' et que les télomères 
raccourciraient. En plus, il supposa l'existence de mécanismes qui préviendraient le 
raccourcissement des télomères (Watson, 1972). À la même période, Alexsei Matveevich 
Olovnikov, avait postulé le lien entre le problème de réplication de l'extrémité des 
chromosomes et la sénescence cellulaire (Olovnikov, 1973), décrite par Leonard Hayflick. 
Ce dernier avait auparavant montré que les cellules somatiques humaines se divisent un 
certain nombre de fois avant d'entrer en sénescence caractérisée par des changements 
morphologiques et biochimiques (Hayflick, 1965). Selon Olovnikov, le problème de la 
réplication de l'extrémité des chromosomes serait la cause du raccourcissement des 
télomères et agirait comme une horloge biologique interne pour contrôler la division 
cellulaire et, par conséquent, le processus de la sénescence cellulaire (Olovnikov, 1973). Il 
ne restait plus qu'à connaitre la structure des télomères pour mieux tester toutes ces 
hypothèses. 
La troisième « ère des télomères », la plus prolifique, commença par les travaux de 
Joseph G. Gall et Elizabeth Blackburn qui décrivirent la présence de répétitions 
télomériques chez Tetrahymena thermophila (Blackburn and Gall, 1978). Ensuite, les 
travaux de Jack Szostak et d'Elizabeth Blackburn permirent la determinatition des 
séquences télomériques chez d'autres espèces et leur conservation au cours de l'évolution 
(Szostak and Blackburn, 1982; Shampay et al., 1984). En voulant comprendre pourquoi il 
existait une différence de longueur des télomères entre ces deux organismes, Elizabeth 
Blackburn et son étudiante Carol Greider découvrirent l'enzyme qui allonge les télomères, 
la télomérase (Greider and Blackburn, 1985; Greider and Blackburn, 1987). Ces différents 
travaux valurent à Blackburn, Szostak et Greider le prix Nobel de médecine et de 
physiologie en 2009. Ensuite suivirent d'autres découvertes qui nous permettent aujourd'hui 
d'avoir une connaissance plus approfondie sur le rôle des télomères dans la biologie des 
cellules normales et pathologiques. Sans vouloir faire une énumération exhaustive, nous 
pouvons citer comme exemples de découvertes : 
- la découverte de la séquence télomérique humaine -(TTAGGG)n (Moyzis et al., 
1988) 
- la confirmation de la relation entre la sénescence cellulaire, le vieillissement et les 
télomères (Bodnar et al., 1998; Allsopp et al., 1992; Harley et al., 1990; Hastie et al., 
1990) 
- la confirmation du rôle prépondérant des télomères et de la télomérase dans le 
processus néoplasique (Hastie et al., 1990; Counter et al., 1994) 
- la découverte des protéines spécifiques aux télomères et de celles associées à leur 
métabolisme chez les mammifères (Bianchi et al., 1997; Zhong et al, 1992; Palm 
and de Lange, 2008) 
- la découverte de la boucle-t ainsi que de l'extension télomérique (McElligott and 
Wellinger, 1997; Griffith et al., 1999) 
- la découverte et le raffinement des méthodes de mesure de la longueur des 
télomères (Baird et al., 2003; Cawthon, 2002; Martens et al., 1998; de Lange et al., 
1990). 
3. Biologie normale des télomères humains 
La biologie des télomères humains ne peut être abordée sans faire allusion à celle 
des levures, des protozoaires et des souris. L'étude des télomères de ces organismes a servi 
de base pour la compréhension de la biologie des télomères humains qui est séparée en deux 
grands thèmes: la structure et la longueur. L'intégrité de la structure et le maintien d'une 
longueur minimale des télomères permettent d'assurer la stabilité et l'intégrité du génome 
(Moyzis et al., 1988; Chong et al., 1995; De Boeck et al., 2009; de Lange, 2009). 
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3.1. Structure des téiomères 
La structure des téiomères est constituée par l'enchevêtrement et l'interdépendance 
entre leur ADN, leurs protéines, la chromatine et leur ARN. 
3.1.1. ADN télomérique 
3.1.1.1. Subtélomères 
• L'ADN télomérique (Fig. 1) est relié au reste de l'ADN chromosomique grâce à la 
région subtélomérique qui est dégénérée et présente des répétitions télomériques et non 
télomériques composées de séquences adjacentes aux téiomères et le reste des subtélomères 
(Riethman, 2008). 
Chez l'homme, les séquences adjacentes aux répétitions télomériques (TTAGGG)n 
sont constituées de duplications segmentates ou duplications subterminales (Ambrosini et 
al., 2007). Ces duplications sont sujettes d'une fréquence plus élevée d'échanges de 
chromatides sœurs que le reste de la région subtélomérique. En outre, ces séquences sont 
parmi les plus susceptibles à avoir un impact direct sur la régulation de la longueur des 
téiomères (Britt-Compton et al., 2006). En plus, elles sont les premières séquences non 
télomériques à être affectées lorsque les téiomères présentent une dysfonction de longueur 
ou de structure (Riethman, 2008). En tirant avantage du polymorphisme des séquences 
subterminales, la technique d'analyse de longueur des téiomères individuels (STELA) 
permet de mesurer la longueur de certains téiomères individuels (Baird et al., 2003). Aussi, 
ce polymorphisme permet de différencier des téiomères sur des bras chromosomiques 
homologues rendant ainsi possible la comparaison de leur longueur (Baird et al., 2003). En 
plus, la région subterminale peut être transcrite en ARN codant ou non codant. Par exemple, 
la transcription de l'ARN de répétition télomérique (TERRA) commence au niveau des 
duplications segmentates (Azzalin et al., 2007). 
Comme les duplications subterminales, le reste des subtélomères présente des 
variations structurales et des variations du nombre de copies. Ces variations influenceraient 
l'expression des gènes subtélomériques et réguleraient la longueur des téiomères 
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spécifiquement celle sur chaque bras chromosomique (Riethman, 2008). En plus, la 
variation de la longueur des télomères individuels dépend en partie des marques 
épigénétiques dans la région subtélomérique. Ces marques sont définies par celles de 
l'hétérochromatine et de la méthylation des ilôts CpG (Benetti et al., 2007a; Benetti et al., 
2007b; Benetti et al., 2007b). 
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Subtelomeric 
region 5-15 kb (TTAGGG)n 







Figure 1. Représentation de l'ADN télomérique d'un vertébré. 
L'ADN télomérique est formé par une répétition en tandem de six nucléotides. Les 
télomères se terminent par une structure qui ressemble à une cassure bicaténaire de l'ADN 
et ils présentent une extension monocaténaire à leur extrémité 3', appelée extension 
télomérique. Cette extension se trouve sur le brin riche en Guanines (G). Tandis que la 
séquence terminale du brin riche en G n'est pas spécifique, le brin riche en Cytosines se 
termine le plus souvent par une séquence spécifique ATC-5'. Les télomères sont reliés au 
reste de l'ADN chromosomique par les régions subtélomériques qui contiennent des 
séquences télomériques dégénérées. La figure 1 est tirée de la figure 1 à la page 285 




Figure 2. Le G-quadruplexe télomérique. 
(A) Représentation d'un G-quartet formé de quatre guanines. Les guanines interagissent 
entre elles en formant des liaisons Hoosgstren. (B) est une représentation schématique du G-
quartet. (C) Piles de trois G-quartets constitués par des séquences télomériques. (D) G-
quadruplexe formé par l'extension télomérique-G. La figure 2 a été conçue par O. 
Samassékou. 
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3.1.1.2. G-quadruplexe télomérique 
La succession de guanines de l'ADN télomérique est responsable de la formation du 
G-quadruplexe (G4), une structure d'ADN formée par une unité de G-quartets découlant de 
la liaison d'hydrogène-Hoogsten entre quatre guanines (Fig. 2) (Renciuk et al., 2009; 
Williamson et al., 1989; Sundquist and Klug, 1989). Des études in vitro ont montré que 
dépendamment du milieu physiologique, le G4 télomérique peut adopter des conformations 
parallèles ou anti parallèles (Wang and Patel, 1993; Parkinson et al., 2002). La longueur des 
télomères peut aussi influencer la conformation du G4 télomérique (Phan, 2010). Ces 
différents facteurs font que le G4 télomérique est très polymorphe rendant ainsi la prédiction 
de sa structure in vivo très difficile. Bien que toutes les fonctions du G4 télomérique ne sont 
pas encore élucidées, nous savons qu'il est impliqué dans la régulation de l'extension 
télomérique, la formation de la boucle-t, la réplication de l'ADN télomérique et la 
régulation de la longueur des télomères (Lipps and Rhodes, 2009). Dans le but d'empêcher 
l'accès de la télomérase aux télomères, la stabilisation du G4 télomérique par des ligands est 
une option thérapeutique contre le cancer qui est en ce moment explorée (Lipps and Rhodes, 
2009). 
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3.1.1.3. Extension téloraérique-G 
Une des caractéristiques des télomères humains est la présence de la répétition 
TTAGGG selon une orientation 5'—>3' au niveau d'une séquence d'ADN bicaténaire qui se 
termine par une extension monocaténaire, appelée extension télomérique-G, à l'extrémité 
riche en guanines (McElligott and Wellinger, 1997; Makarov et al., 1997; Wright et al., 
1997) (Fig. 1). Il est à noter que l'extension du brin-C peut être présente chez certains 
organismes. Elle a été d'abord retrouvée chez des vers de terre (Raices et al., 2008) et puis 
chez la souris et chez l'homme lorsque l'homéostasie normale des télomères est perturbée 
(Oganesian and Karlseder, 2011). L'extension du brin-C serait impliquée dans des 
mécanismes de recombinaison télomériques (Oganesian and Karlseder, 2011). 
Les extensions télomériques-G sont plus longues l'homme que chez les vers de terre 
et les levures; elles mesurent 35 à 600 nucléotides (nt) (Makarov et al., 1997; Stewart et al., 
2003). Des données sont contradictoires par rapport à la corrélation entre la longueur des 
extensions télomériques-G et celle des télomères. Stewart et al. n'ont pas trouvé de 
corrélation entre la longueur des extensions télomériques-G et celle des télomères en 
étudiant deux lignées cellulaires à différents doublements de population (Stewart et al., 
2003). En revanche, Lee et al. ont étudié plus de 60 lignées de cellules normales et 
cancéreuses et ils ont trouvé qu'il existe une corrélation positive entre la longueur moyenne 
des télomères et celle des extensions télomériques-G (Lee et al., 2008). Cette divergence 
pourrait être due aux différentes approches expérimentales utilisées. Pour réconcilier ces 
données contradictoires, il serait préférable de mesurer la longueur des extensions 
télomériques et celle des télomères sur un même bras chromosomique. Par conséquent, on 
pourrait savoir si le bras chromosomique présentant le télomère le plus long possède 
également l'extension télomérique la plus longue. Il est à signaler que chez les levures, la 
taille de l'extension télomérique peut varier en fonction du cycle cellulaire et lorsque les 
cellules sont soumises à certaines restrictions nutritionnelles (LeBel and Wellinger, 2004). 
Aussi, la diminution de la taille de l'extension-G entraîne l'altération de la structure de 
protection des extrémités chromosomiques et serait responsable de la sénescence cellulaire 
(Stewart et al., 2003). 
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En considérant le modèle de réplication conventionnelle de l'ADN, la moitié de 
l'ensemble des extrémités chromosomiques devrait présenter des extensions télomériques-G. 
En effet, seules les extrémités télomériques produites par la réplication du brin retardé 
présenteraient une extension à leur extrémité 3' et cela après élimination de la dernière 
amorce ARN du dernier fragment d'Okazaki. La présence d'extensions télomériques sur 
plus de 80 % des extrémités chromosomiques, chez l'homme, indiquerait l'action de 
certaines exonucléases sur le brin-C avancé (Wellinger et al., 1996). Donc les extensions 
télomériques-G sont dues de l'élimination de la dernière amorce d'acide ribonucléique 
(ARN) du fragment d'Okazaki, de l'action des exonucléases sur les deux brins et de la 
télomérase si elle est présente (Wellinger et al., 1996; Zhao et al., 2009). En outre, il a été 
montré que la taille des extensions télomériques est différente sur les deux extrémités d'un 
chromosome donné dans des cellules humaines (Wright et al., 1997). 
Environ 80 % des brins télomériques riches en C commencent par la séquence 
CCAATC-5' alors que le début de la séquence des brins riches en G est variable et dépend 
de l'expression de la télomérase (Sfeir et al., 2005). Les protéines clés impliquées dans la 
génération de l'extension télomérique-G ne sont pas toutes connues. Par contre, les 
protéines Exonucléase I, de Werner (WRN), de Bloom (BLM) et celles du complexe MRN 
- Meiotic recombination 11 homolog A (Mrell), RAD50 homolog (Rad50) et Nibrin 
(Nbsl) - y furent récemment associées (Bonetti et al., 2009). L'extension télomérique-G a 
de nombreuses fonctions. Elle sert d'ancrage pour la télomérase en s'appariant avec son 
unité ARN (Zhao et al., 2009; Morin, 1989; Masutomi et al., 2003), et de site de liaison pour 
la protéine homologue 1 de la protection des télomères (POT1). De plus, l'extension 
télomérique-G participe à la formation des boucles télomériques et pourrait avoir une 
influence sur la réplication de l'ADN télomérique (Griffith et al., 1999; Stewart et al., 2003; 
Baumann and Cech, 2001; Lei et al., 2004). 
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3.1.1.4. Boucles télomériques 
Des études in vitro ont montré que les extrémités des télomères humains peuvent 
adopter une structure ressemblant à un lasso (Griffith et al., 1999; Nikitina and Woodcock, 
2004)(Fig. 3). Une partie du duplex télomérique et l'extension télomérique-G se courbent 
sur elles-mêmes, puis l'extension télomérique envahit l'ADN télomérique se trouvant en 
amont. La courbure télomérique ainsi formée est appelée, la boucle-t. L'extension-G 
s'apparie avec le brin-C, ce qui entraîne un petit déplacement du brin-G. La boucle ainsi 
formée est appelée la boucle-D. Le site d'invasion de l'extension télomérique donne 
naissance à une structure ressemblant à la jonction de Holliday, appelée la jonction de 
Holliday télomérique. La taille de la boucle-t varie d'un individu à un autre et d'une cellule 
à une autre. Par exemple, chez l'homme, la boucle-t mesure en moyenne 3 kilobases (kb) 
dans les leucocytes du sang périphérique et leur taille est positivement corrélée avec la 
longueur des télomères (Griffith et al., 1999). La boucle-t protège l'extrémité des télomères 
pour qu'elle ne soit pas reconnue comme des cassures d'ADN en séquestrant l'extension 










Figure 3. Boucles et protéines télomériques. 
Les boules télomériques sont formées par une action de synergique entre l'ADN et les 
protéines télomériques. L'extension télomérique se plie sur elle-même et envahit les deux 
brins télomériques situés en amont. La boucle ainsi formée est la boucle-t. Aussi, 
l'extension télomérique crée un déplacement du brin G et participe à la formation de la 
boucle D. Cette boucle peut former des G-quadruplexes. Le site d'invasion de l'extension 
télomérique crée une structure ressemblant à la jonction de Holliday. Les protéines 
télomériques au nombre de six aident à l'établissement des boucles télomériques. Ces 
protéines forment un réseau entre elles pour assurer les fonctions de protection de la 
structure et de régulation de la longueur des télomères. La figure 3 est adaptée de la figure 7 
à la page 316 de (Palm and de Lange, 2008). 
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3.1.2. Protéines télomériques 
Six protéines sont spécifiquement associées aux télomères et constituent le complexe 
de shelterin chez l'homme. Ce sont: le facteur de liaison aux répétitions télomériques 
(TERF1), le facteur 2 de liaison aux répétitions télomériques (TERF2), l'homologue 1 de la 
protection des télomères (POT1), le facteur 2 d'interaction nucléaire de TERF1 (TIN2), 
PTOP/PIP1/TINT1 (TPP1) et la protéine interagissant avec le facteur 2 de liaison aux 
répétions télomériques (TERF2IP, communément appelée Rapl). Ces protéines 
interagissent entre elles pour former un réseau qui assure la protection des extrémités 
chromosomiques en réprimant certaines voies de réparation de l'ADN qui peuvent être 
enclenchées par la structure spéciale des télomères (Fig 3) (de Lange, 2009). 
3.1.2.1. Réseau des protéines télomériques 
TERF1 et TERF2 sont spécifiques à l'ADN bicaténaire télomérique, mais TERF2 
peut aussi se lier à l'extension télomérique-G. Les deux protéines présentent un domaine 
carboxyl SANT/MYB qui leur permet de lier la séquence 5'-YTAGGGTTR-3' de l'ADN 
télomérique avec une grande spécificité (Bianchi et al., 1999; Court et al., 2005; Hanaoka et 
al., 2005). En outre, TERF1 et TERF2 ont en commun un domaine d'homologie TRF qui 
leur permet de se dimériser avec les autres protéines du réseau télomérique sans toutefois 
interagir entre elles (Chen et al., 2008; Fairall et al., 2001). 
' TIN2 est un élément central du réseau télomérique, de par son interaction avec les 
autres protéines. Elle sert de pont de liaison entre TERF1 et TERF2 (Chen et al., 2008; Ye 
et al., 2004a; Houghtaling et al., 2004). De plus, l'interaction de TIN2 avec TPP1 permet le 
recrutement de POT1 au niveau du capuchon télomérique (Ye et al., 2004b). Cette 
interaction se fait par un site de liaison situé dans la partie N-terminale de TIN2 qui est 
différent du site d'interaction de TERF2. Ainsi, le complexe TERF2/TIN2/TPP1 peut être 
formé (O'Connor et al., 2006). 
TPP1 est codée par le gène adrenocortical dysplasia homolog (ACD). Elle lie TIN2 
à POT1. Son domaine C-terminal et son domaine central de liaison interagissent 
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respectivement avec TIN2 et P0T1 (Ye et al., 2004b). En plus, TPP1 stabilise la localisation 
nucléaire de POT1 (Chen et al., 2007). 
POT1 se lie spécifiquement à l'extension télomérique-G grâce à son domaine N-
terminal (Lei et al., 2004; Loayza et al., 2004). La localisation de POT1 au niveau des 
télomères dépend essentiellement de son interaction avec TPP1 (Loayza and De Lange, 
2003). Récemment, il a aussi été montré que POT1 pouvait interagir avec TERF2 
(Kendellen et al., 2009). 
, TERF2LP (ou RAP1) a TERF2 comme seul partenaire parmi les protéines du réseau 
télomérique (Palm and de Lange, 2008; Li et al., 2000). TERF2IP se lie au domaine 
charnière de TERF2 grâce à son domaine C-terminal (Palm and de Lange, 2008). Puisque 
TERF2EP ne possède pas de domaine de liaison à l'ADN, sa localisation et sa stabilité 
télomérique dépendent essentiellement de TERF2 (Li et al., 2000; Li and de Lange, 2003). 
3.1.2.2. Fonctions des protéines télomériques 
La participation des protéines télomériques à la génération de la structure des 
télomères se ferait principalement par l'entremise des protéines TERF1, TERF2 et POT1. 
En effet, TERF1 et TERF2 participent à la formation et au maintien du G4 télomérique 
(Pedroso et al., 2009). Ces deux protéines seraient impliquées dans la formation de la 
boucle-t (Bianchi et al., 1999). De plus, TERF2 empêcherait la résolution de la jonction de 
Holliday télomérique et ainsi éviterait la formation des cercles télomériques (Fouche et al., 
2006; Nora et al., 2010; Wang et al., 2004). La génération de l'extension télomérique-G est 
en partie sous le contrôle de POT1 qui régulerait l'activité exonucléase de WNR (Li et al., 
2009). 
En plus de leur rôle dans l'établissement de la structure télomérique, les protéines 
télomériques assurent son intégrité. En effet, les télomères ressemblent aux cassures 
monocaténaires et bicaténaires de l'ADN. Les protéines télomériques répriment les 
différentes machineries de réparation activées par ces cassures. D'une part, TERF2 réprime 
la voie de réparation des cassures bicaténaires d'ADN en bloquant la voie de signalisation 
de la protéine mutée de l'ataxie télangiectasie (ATM) (Denchi and de Lange, 2007; 
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Karlseder et al., 1999). D'autre part, POTl réprime la machinerie de réparation des cassures 
monocaténaires d'ADN en bloquant la voie de signalisation de la protéine apparentée à 
l'ataxie télangiectasie et Rad3 (ATR) (Denchi and de Lange, 2007). En outre, la boucle-t et 
la jonction de Holliday télomérique peuvent respectivement activer les voies de la 
recombinaison non homologue (NHEJ) et de la recombinaison homologue (RH) si certaines 
protéines télomériques sont absentes. Par exemple, TERF2 bloque la voie de la NHEJ en 
privant l'accès de l'hétérodimère formé des protéines Lupus Ku p70/p80 (Ku70/80) aux 
extrémités télomériques, et la voie de la HR en protégeant la jonction Holliday télomérique 
contre les résolvases (de Lange, 2009; Wang et al., 2004; Amiard et al., 2007). 
Indépendamment de TERF2, POTl et TERF2IP participent respectivement à la répression 
des voies de la NHEJ et de la RH (Sfeir et al., 2010; Hockemeyer et al., 2005). 
En plus de leur rôle de protection des télomères, les protéines télomériques régulent 
la longueur des télomères. TERF1 et TERF2 sont des régulateurs négatifs de la longueur des 
télomères. Leur absence entraîne un allongement de la longueur des télomères 
(Smogorzewska et al., 2000; van Steensel and de Lange, 1997). POTl a un double rôle 
puisqu'elle peut conduire à un raccourcissement des télomères, en bloquant l'accès de la 
télomérase à l'extension télomérique (Kelleher et al., 2005; Lei et al., 2005) ou soit à un 
allongement, en agissant sur la processivité de la télomérase (Wang et al., 2007). En outre, 
TERF2IP, TIN2, et TPP1 sont des régulateurs négatifs de la longueur des télomères (Ye et 
al., 2004b; Li and de Lange, 2003; Kim et al., 1999; O'Connor et al., 2004). En raison de la 
mise en réseau des différentes protéines télomériques, il est difficile d'évaluer la nature 
exacte de leur contribution individuelle dans la régulation de la longueur des télomères. 
3.1.3. Chromatine télomérique 
La chromatine humaine est divisée en deux groupes: l'hétérochromatine et 
l'euchromatine. Alors que l'hétérochromatine est compacte et pauvre en gènes, 
l'euchromatine est plus accessible et riche en gènes (Holmquist and Ashley, 2006). Les 
télomères humains et murins sont densément enrichis par des marques hétérochromatiennes. 
Les Modifications suivantes des histones définissent l'hétérochromatine télomérique (figure 
4). La triméthylation de l'histone 3 à la lysine 9 (H3K9me3) par les histones-lysine N-
16 
méthyltransférases (HMTases), Suv39hl et Suv39h2 (Peters et al., 2001; Garcia-Cao et al., 
2004'a). L'affinité de la protéine hétérochromatine 1 (HP1) pour H3K9me3 entraîne les 
HMTases, Suv4-20hl et Suv4-20h2, à induire la triméthylation de lliistone H4 à la lysine 
20 (H4K20me3) (Benetti et al., 2007b; Bannister et al., 2001; Nakayama et al., 2001). Par 
ailleurs, il a été montré que l'HMTase Dot IL est impliquée dans la diméthylation de 
l'histone 3 à la lysine 9 (H3K9me2) et de la diméthylation de l'histone 3 à la lysine à 79 
(H3K79me2) (Jones et al., 2008). En plus de ces marques de méthylation, 
l'hétérochromatine télomérique présente l'hypoacétylation des histones 3 et 4 (Michishita et 
al., 2008). Ces modifications des histones au niveau des télomères s'étendent dans les 
régions subtélomériques et entraînent l'effet de position des télomères (Baur et al., 2001; 
Koering et al., 2002). L'EPT est la répression des gènes à proximité des télomères et de la 
région subtélomériques à cause de la compaction de la chromatine télomérique qui 
empêcherait l'inaccessibilité de la machinerie de transcription. Cependant, il a été montré 
que des télomères peuvent être transcrits en ARN non codant (voir ci-dessous) (Azzalin et 
al., 2007). Il sera intéressant de savoir comment le compactage chromatinien des télomères 
permet leur transcription. 
, Une perte des marques de l'hétérochromatine télomérique peut moduler la longueur 
des télomères. Par exemple, une déficience des cellules murines en HMTases Suv39h ou 
Suv4-20h entraîne des pertes de H3K9me3 et H4K20me3 et un allongement des télomères 
et une fréquence élevée des échanges télomériques (Benetti et al., 2007b; Garcia-Cao et al., 
2004a). En outre, dans les fibroblastes humains normaux, une perte de SITR6 entraîne une 
désacétylation de l'histone H3 à la lysine 9, suivie d'un raccourcissement des télomères et 
des fusions des extrémités chromosomiques (Michishita et al., 2008). D'autre part, un 
raccourcissement des télomères chez des cellules murines ayant une activité télomérase 
négative conduit à une perte des marques de l'hétérochromatine télomérique (Benetti et al., 
2007a). Il a été aussi montré chez l'homme que les télomères sur les deux bras du 
chromosome X actif sont plus longs que ceux sur le chromosome X inactif (Surralles et al., 
1999). Ces résultats suggèrent une auto régulation entre la longueur des télomères et la 







Figure 4. Chromatine télomérique. 
La triméthylation de l'histone 3 à la lysine 9 (H3K9me3) se fait par la Suv39hl et Suv39h2 
histone-lysine N-méthyltransférase (HMTases) (Peters et al., 2001; Garcia-Cao et al., 
2004b). L'affinité de la protéine 1 hétérochromatine (HP1) pour H3K9me3 conduit au 
recrutement des HMTases SUV4-20hl et SUV4-20h2 au niveau des télomères. Ces 
HMTases imposent la triméthylation de l'histone H4 au niveau de la lysine 20 (H4K20me3). 
Les protéines de la famille RB (Rbl, Rbll, et Rbl2) peuvent directement interagir avec les 
SUV4-20H et influencer sur le niveau de la méthylation de H4K20me3 (Benetti et al., 
2007b; Bannister et al., 2001; Nakayama et al., 2001). La figure 4 est adaptée de la figure 1 
à la page 188 de (Schoeftner and Blasco, 2010). 
3.1.4. Nucléosomes télomériques 
Comme le reste de l'ADN génomique, les télomères sont enveloppés dans des 
nucléosomes, mais avec quelques particularités. Les télomères ont une affinité plus faible 
pour l'octamère d'histones que le reste de l'ADN génomique (Cacchione et al., 1997; Filesi 
et al., 2000; Rossetti et al., 1998). Les nucléosomes télomériques ont également une 
longueur plus courte que celle du reste du génome. Par exemple, la différence de longueur 
entre les nucléosomes télomériques et ceux de l'ADN génomique peut atteindre 47 pb chez 
les neutrophils humains (Lejnine et al., 1995). Les nucléosomes télomériques sont aussi 
plus mobiles que leurs homologues du reste du génome (Pisano et al., 2007). En somme, ces 
différentes caractéristiques des nucléosomes télomériques feraient qu'ils assument des 
fonctions régulatrices de la structure et la longueur des télomères en permettant aux 
protéines télomériques et à la télomérase d'avoir une plus grande accessibilité aux 
télomères. 
3.1.5. ARN télomérique 
L'ADN télomérique est transcrit par l'ARN polymérase II en ARN non codant, 
appelé l'ARN de répétition télomérique (TERRA). Contrairement aux autres ARN non 
codants, la taille du TERRA, chez l'homme, varie entre 100 pb et 9 kb et elle est corrélée à 
la longueur des télomères. C'est le brin-G des télomères qui est le plus souvent transcrit en 
TERRA (Azzalin et al., 2007; Schoeftner and Blasco, 2008). TERRA est un élément 
structurel du capuchon télomérique et il est impliqué dans la régulation de la structure et de 
la longueur des télomères (Azzalin et al., 2007). La déplétion de TERRA entraîne des 
aberrations chromosomiques, l'apparition d'extrémités télomériques libres et de foyers de 
duplication et de dommage télomériques (Deng et al., 2009). En plus, TERRA inhibe 
l'activité de la télomérase en s'hybridant avec sa composante ARN ou en bloquant son 
recrutement au niveau des télomères (Schoeftner and Blasco, 2008). 
3.1.6. Télomères et chromosomes 
Des études cytogénétiques ont permis de comprendre davantage le rôle des 
télomères dans la biologie cellulaire. Les premiers travaux sur le marquage des 
chromosomes à haute résolution ont montré que les extrémités chromosomiques humaines 
(probablement les télomères) avaient des temps de réplication différents (Drouin et al., 
1990; Drouin et al., 1989). Ces travaux ont plus tard été confirmés par d'autres études (Zhao 
et al., 2009; Zou et al., 2004; Arnoult et al., 2010). Par exemple, les télomères sur le 17q et 
le 19q sont parmi les télomères qui se répliquent tôt alors que ceux sur le 2p et le 4q se 
répliquent tardivement (Arnoult et al., 2010). En plus de l'étude du temps de réplication des 
télomères, l'étude des chromosomes permet d'évaluer la longueur individuelle des 
télomères de chaque bras chromosomique, de déterminer la présence de foyers des 
dommages télomériques, (Martens et al., 1998; Cesare et al., 2009; Lansdorp et al., 1996) et 
d'étudier la fréquence des échanges télomériques (Londono-Vallejo et al., 2004). Enfin, des 
anomalies chromosomiques peuvent être à la base des dysfonctions télomériques et vice 
versa (Pampalona et al., 2010b; Lange et al., 2010; Davoli et al., 2010) et l'organisation 
nucléaire des chromosomes dépend en partie de l'organisation nucléaire des télomères (Mai, 
2010; Pampalona et al., 2010a; Ramirez and Surralles, 2008). En somme, l'étude 
cytogénétique des télomères conserve encore une place importante dans un environnement 
dominé par la génomique. 
3.1.7. Organisation nucléaire des télomères 
Comme les autres domaines hétérochromatiniens, les télomères sont localisés à la 
périphérie de l'enveloppe nucléaire (NE) dans les lymphocytes de souris et dans des cellules 
de plantes (Weierich et al., 2003; Rawlins and Shaw, 1990). En outre, il est bien établi que 
les télomères ont tendance à s'organiser en grappes à la périphérie nucléaire lors de la 
méiose (Scherthan, 2006). Chez certaines levures la localisation périphérique des télomères 
est associée à une répression génique et certaines protéines telles que les histones 
désacétylases Sir2, 3 et 4 sont nécessaires à rattachement des télomères à la périphérie 
nucléaire. Ces protéines participent au remodelage de la chromatine qui favoriserait la 
répression des gènes (Taddei et al., 2004a; Akhtar and Gasser, 2007). En outre, il existerait 
une auto régulation entre la longueur des télomères et leur localisation nucléaire (Gonzalez-
Suarez and Gonzalo, 2008; Gonzalez-Suarez et al., 2009). 
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Chez l'homme, les télomères sont attachés à la matrice nucléaire (de Lange, 1992), 
qui est constituée de la lamina nucléaire et de la matrice intra nucléaire. La lamine A qui est 
l'une des composantes de la lamina nucléaire, joue un rôle crucial dans la biologie des 
télomères. Les premières données établissant la relation entre la lamine A et les télomères 
provenaient d'études sur les fibroblastes de patients atteints du Syndrome Hutchinson-
Gilford (HGPS). Ces fibroblastes présentaient un raccourcissement plus rapide des 
télomères et des modifications de marques hétérochromatiniennes (Shumaker et al., 2006; 
Huang et al., 2008). Une étude subséquente, faite dans des cellules humaines, a mieux défini 
le rôle de la lamine A dans la biologie des télomères. Une perte de la lamine A entraîne la 
localisation des télomères à la périphérie du noyau, vin raccourcissement des télomères, une 
fréquence élevée des cassures chromosomiques, une perte des marques 
hétérochromatiniennes, des fusions chromosomiques et l'apparition des foyers de dommage 
télomériques (Gonzalez-Suarez et al., 2009). Ces résultats soulignent l'importance de la 
matrice nucléaire dans le maintien de l'homéostasie de la structure et de la longueur des 
télomères. Par ailleurs, dans certaines conditions, les télomères participent à la formation de 
morphologies anormales nucléaires. Par exemple, des télomères courts sur des bras 
chromosomiques spécifiques participent à la formation de micronoyaux, de ponts 
nucléoplasmiques et de bourgeons nucléaires (Pampalona et al., 2010a). 
L'étude de l'organisation nucléaire tridimensionnelle des télomères permet de 
comprendre leur dynamique au cours des différentes phases du cycle cellulaire. Dans les 
cellules humaines normales, les télomères ne se chevauchent pas et leur distribution 
nucléaire dépend du cycle cellulaire. Ils occupent l'ensemble du volume nucléaire durant les 
phasès G0/G1 et S, alors qu'ils sont alignés au centre du noyau et forment le disque 
télomérique lors de la phrase G2 (Chuang et al., 2004; Vermolen et al., 2005). La fonction 
de ce disque serait d'assurer une meilleure séparation des chromosomes lors de la mitose 
(Mai and Garini, 2006). D'un autre côté, mentionnons que les télomères peuvent aussi 
occuper des microterritoires, tout au long du cycle cellulaire, en formant des groupes de 
télomères qui ont une localisation périphérique. Cette organisation de voisinage des 
télomères permettrait des recombinaisons chromosomiques et une participation à 
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l'organisation nucléaire des chromosomes (Ramirez and Surralles, 2008; De Vos et al., 
2009). 
3.2 Longueur des télomères 
Les télomères humains sont très hétérogènes en longueur puisqu'elle varie entre 5 et 
15 kb. Cette hétérogénéité est due à la variation de longueur des télomères en fonction des 
individus, des tissus, des cellules et des bras chromosomiques; en plus d'être influencée par 
des facteurs génétiques et environnementaux. 
3.2.1 Longueur moyenne des télomères 
La longueur moyenne des télomères est en général déterminée à partir de l'ADN 
génomique ou d'une fraction de cellules représentatives d'un organe, d'un tissu ou d'un 
groupe de cellules. Comme stipulé précédemment, la longueur moyenne des télomères varie 
en fonction des tissus et des cellules. Par exemple, la longueur moyenne des télomères des 
cellules du foie fœtal (13 kb) est plus grande que celle des cellules sanguines du cordon 
ombilical (12 kb) et de la moelle osseuse (8,5 kb) (Vaziri et al., 1994). À la naissance d'un 
individu, les télomères du foie (13,7 kb) et du cortex rénal (13,7 kb) sont plus longs que 
ceux du myocarde (12,6 kb) et du cortex cérébral (13,1 kb). Cette dynamique de la longueur 
des télomères est inversée à l'âge adulte. La capacité de prolifération accrue des cellules du 
foie et du cortex rénal a été évoquée comme l'une des raisons de la perte plus rapide des 
séquences télomériques dans ces organes à l'âge adulte (Takubo et al., 2002). En plus, des 
différences de longueur existent entre les différentes cellules d'un même tissu. Par exemple, 
les télomères des granulocytes sont plus longs que ceux des lymphocytes (Hoffmann et al., 
2009) et ceux des lymphocytes B sont 15 % plus longs que ceux des lymphocytes T 
(Martens et al., 2002). Aussi, les télomères des cellules souches sont plus longs que ceux 
des cellules progénitrices. Par exemple, dans les cellules souches hématopoïétiques (CSH) 
d'un même individu adulte, les télomères des cellules CD34+/CD38" sont plus longs que 
ceux des cellules CD34+/CD38+ (Vaziri et al., 1994; Van Ziffle et al., 2003) et les télomères 
des cellules de la moelle osseuse sont en moyenne plus longs de 600 pb que ceux des 
granulocytes (Sakoff et al., 2002). 
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3.2.2". Longueur des télomères individuels 
L'hétérogénéité de la longueur des télomères dépend aussi de leur différence de 
longueur au niveau des différents bras chromosomiques. Grâce à la technique quantitative 
d'hybridation in situ en fluorescence (Q-FISH) sur métaphase, Lansdorp et al. ont été les 
premiers à mettre en évidence l'hétérogénéité de la longueur des télomères individuels 
(Lansdorp et al., 1996). Des études sur les lymphocytes humains ont permis de déterminer 
quels sont les télomères individuels les plus courts et les plus longs. Par exemple, les 
télomères sur les bras chromosomiques 17p, 19p, 20 q sont parmi les plus courts alors que 
ceux qui sont sur les bras chromosomiques 5p, 3p, 4 q, et lp sont parmi les plus longs 
(Martens et al., 1998; Mayer et al., 2006; Perner et al., 2003). Il existe aussi une différence 
de longueur entre les télomères homologues (Surralles et al., 1999; Londono-Vallejo et al., 
2001). Cette différence peut atteindre jusqu'à 6 kb dans des cellules sénescentes (Baird et 
al., 2003). Dans les cellules ne possédant pas de télomérase, la plus petite longueur qu'un 
télomère individuel humain peut atteindre est de 12,5 unités de TTAGGG avant qu'il ne soit 
impliqué dans des fusions chromosomiques (Capper et al., 2007). Par contre, dans les 
cellules positives pour la télomérase, la longueur minimale pour que les télomères soient 
fonctionnels est de 7 répétitions (Xu and Blackburn, 2007). La longueur du ou des télomères 
individuels les plus courts est plus importante pour la stabilité chromosomique et la viabilité 
cellulaire que la longueur moyenne des télomères (Hemann et al., 2001; der-Sarkissian et 
al., 2004). Ces données montrent l'importance de la longueur des télomères individuels dans 
l'homéostasie cellulaire. 
23 
3.2.3 Longueur des télomères et vieillissement normal 
Des études in vitro et in vivo ont établi une corrélation négative entre la longueur des 
télomères et l'âge cellulaire. Par exemple, les fibroblastes, les lymphocytes et les CSH 
perdent entre 37 et 120 pb par division cellulaire lorsqu'ils sont en culture (Harley et al., 
1990; Vaziri et al., 1994; Vaziri et al., 1993). Chez l'homme, plusieurs études ont montré 
une réduction de la longueur des télomères en fonction de l'âge de l'individu. La perte de 
séquences télomériques peut varier de 9 à 147 pb par an en fonction du tissu (Takubo et al., 
2002). D'autres études ont établi le taux moyen d'érosion des télomères des lymphocytes (53 
pb/an), des granulocytes (39 pb/an) (Hoffmann et al., 2009) et du pancréas (36 pb/an) (Ishii 
et al.', 2006). En dépit d'une activité de la télomérase, les cellules souches, telles les CSH, 
perdent également des séquences télomériques au cours du vieillissement. (Vaziri et al., 
1994; Engelhardt et al., 1997; Lee et al., 2003). Par conséquent, les CSH ne seraient pas 
capables de maintenir la longueur de leurs télomères, ce qui pourrait entraîner un 
épuisement de leur réserve cellulaire au cours du vieillissement. Contrairement aux cellules 
souches, la longueur des télomères des cellules germinates, particulièrement les 
spermatozoïdes humains, est positivement corrélée avec l'âge de l'individu (Kimura et al., 
2008). Certaines caractéristiques épigénétiques, de même qu'une résistance au stress 
oxydatif des spermatozoïdes, ont été évoquées pour expliquer cette exception (Kimura et al., 
2008). 
La perte de séquences télomériques varie selon l'âge chez l'homme. Par exemple, le 
taux d'attrition de la longueur des télomères est plus élevé chez les enfants que chez les 
adultes (Frenck et al., 1998). Entre les sexes, aucune différence de longueur des télomères 
n'existe à la naissance (Okuda et al., 2002). Cependant, à l'âge adulte, les télomères des 
leucocytes mâles raccourcissent plus que ceux des femelles. Le rôle des hormones sexuelles 
a été suggéré, mais les mécanismes potentiels restent inconnus (Moller et al., 2009). Des 
facteurs génétiques et environnementaux sont également quelques éléments pouvant 
expliquer la perte plus prononcée des télomères (Nordfjall et al., 2009; Aviv et al., 2009). 
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3.2.4 Héritabilité de la longueur des télomères 
La variabilité de la longueur des télomères entre les individus a conduit à 
l'émergence de la théorie d'héritabilité de la longueur des télomères. Par exemple, les 
jumeaux monozygotes humains ont des télomères plus semblables que ceux de jumeaux 
dizygotes (Slagboom et al., 1994). En étudiant les longueurs relatives des télomères chez 
des jumeaux, Graakjaer et al. ont montré que la longueur relative de télomères ayant la 
même origine génétique était plus semblable chez les jumeaux monozygotes que chez les 
dizygotes (Graakjaer et al., 2003). Une étude ultérieure du même groupe a montré que la 
longueur relative de certains télomères spécifiques peut être transmise de génération en 
génération (Graakjaer et al., 2006). Par contre, l'héritabilité parentale de la longueur des 
télomères n'a pas encore été totalement établie. Toujours chez l'homme, une étude a révélé 
que l'héritabilité de la longueur moyenne des télomères est liée au chromosome X (Nawrot 
et al., 2004) tandis que d'autres études ont suggéré une héritabilité d'origine paternelle 
(Nordfjall et al., 2010; Njajou et al., 2007; Nordfjall et al., 2005). En plus de la composante 
génétique, plusieurs facteurs environnementaux tels que l'obésité, le stress, la sédentarité et 
la fumée de cigarette ont aussi été associés au raccourcissement des télomères (Collins et 
al., 2003; Epel, 2009; Epel et al., 2004; Valdes et al., 2005; Simon et al., 2006). 
3.2.5. Mécanismes de maintien de la longueur des télomères 
3.2.5.1. Rôles des télomères dans la sénescence et l'immortalisation cellulaire 
Les cellules somatiques ont une limite de division cellulaire en absence de 
télomérase. Par exemple, les fibroblastes normaux en culture peuvent se diviser jusqu'à 50 à 
80 fois avant d'entrer en sénescence (Hayflick, 1965; Hayflick and Moorhead, 1961). Une 
relation étroite existe entre la sénescence cellulaire et le raccourcissement des télomères. In 
vitro et à chaque division cellulaire, les télomères humains perdent en moyenne 50 à 200 pb. 
Cette perte des télomères est due au problème de réplication de l'extrémité de l'ADN et à 
l'action de certaines nucléases (Zhao et al., 2009). Lorsque les télomères atteignent une 
taille critique, les cellules entrent en apoptose ou deviennent sénescentes. Le 
raccourcissement des télomères entraîne un dysfonctionnement du capuchon télomérique, ce 
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qui conduit à une activation de la machinerie de réparation de l'ADN qui déclenche 
l'activation de la protéine TP53. À son tour, TP53 conduit à l'apoptose ou la sénescence 
cellulaire (d'Adda di Fagagna et al., 2003). Cette étape peut être contournée s'il y a une 
inactivation de TP53 et de la protéine du rétinoblastome 1 (RB1). Alors, les télomères 
continuent à raccourcir, conduisant à la fusion des extrémités chromosomiques et à une 
instabilité génomique. Cette instabilité peut être responsable d'autres mutations et entraîner 
un deuxième arrêt du cycle cellulaire, appelé crise. Certaines cellules peuvent échapper à 
cette-crise en activant les mécanismes de maintien de la longueur des télomères et conduire 
à une immortalisation cellulaire. Lorsque des cellules contenant des altérations génétiques 
deviennent immortelles, elles peuvent être transformées et provoquer des tumeurs (Shay et 
al., 1991; Hara et al., 1991). En conclusion, le maintien des télomères est essentiel pour 
Pimmortalisation cellulaire et la formation de tumeurs, alors que la sénescence et 
I'inactivation des mécanismes de maintien de la longueur des télomères sont des 
mécanismes de suppresseur de tumeur. 
3.2.5.2. La télomérase 
La télomérase est une ribonucléoprotéine qui ajoute des séquences télomériques à 
l'extension 3' des télomères (Greider and Blackburn, 1985; Greider and Blackburn, 1987). 
Elle comprend principalement une sous-unité catalytique, la transcriptase inverse de la 
télomérase (TERT); une sous-unité matricielle, la composante ARN de la télomérase 
(TERC); et des protéines associées (Fig. 5) (Cohen et al., 2007). L'activité de la télomérase 
est généralement corrélée à celle de la TERT (Meyerson et al., 1997). Chez l'homme, la 
TERT est composée d'une région centrale servant à l'activité transcriptase inverse, d'un 
large domaine N-terminal et d'un petit domaine C-terminal. Le domaine N-terminal 
interagit avec TERC (Calado and Young, 2008). La TERC est une courte séquence d'ARN 
de 451 nucléotides, est transcrite de façon ubiquitaire dans les cellules humaines et sert de 
matrice pour la transcription inverse de la TERT. Chez l'homme, la structure secondaire de 
la TERC se compose d'un pseudo nœud, qui permet sa liaison avec la TERT, et d'une 
matrice utilisée par la TERT pour l'élongation des télomères. En outre, le petit motif 
nucléaire H/ACA assure l'interaction entre la TERC avec la dyskérine, le domaine protéique 
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humain 1 riche en glycine et arginine (hGARl), la sous-unité H/ACA du complexe 
riboiiucléoprotéique 2 (NHP2) et la protéine nucléolaire 10 (NOPIO). Le corps de Cajal 
(CAB) de la TERC sert de site de liaison pour la protéine 1 du corps de Cajal (TCAB1). Ces 
protéines associées de la télomérase sont essentielles pour sa stabilité et son transport (Chen 
et al., 2000; Mitchell et al., 1999; Artandi and DePinho, 2010; Venteicher et al., 2009). 
L'activation de la télomérase dans les cellules souches et les cellules cancéreuses 
compense la perte des télomères (Forsyth et al., 2002; Kim et al., 1994). Toutefois, l'activité 
de la télomérase est insuffisante pour éviter une certaine perte de séquences télomériques 
dans les cellules souches (Vaziri et al., 1994; Lee et al., 2003). Dans les cellules tumorales, 
la télomérase maintient l'homéostasie de la longueur des télomères afin d'assurer la capacité 
proliférative des cellules cancéreuses. Pour assurer cette fonction, la télomérase agit 
préférentiellement sur les télomères courts (Ouellette et al., 2000; Steinert et al., 2000; 
Bianchi and Shore, 2008). Cependant, lorsque la longueur globale des télomères est 
maintenue et que les télomères ont des longueurs homogènes, la télomérase agit sur tous les 
télomères sans aucune préférence (Zhao et al., 2009). L'exploration des modes d'action de 
la télomérase dans différents contextes physiologiques et pathologiques permettra de 
comprendre davantage son rôle. 
H/ACAbox 
Figure 5. Structure de la télomérase. 
La transcriptase inverse de la télomérase (TERT), la structure secondaire de l'ARN de la 
télomérase (TERC), et les protéines associées à la télomérase. La figure 5 est tirée de la 
figure 3 à la page 10 (Artandi and DePinho, 2010). 
3.2.5.3. L'élongation alternative des télomères (ALT) 
Les cellules cancéreuses et immortalisées peuvent utiliser des mécanismes n'utilisant 
pas la télomérase pour le maintien de la longueur de leurs télomères. Ces mécanismes 
alternatifs sont appelés ALT. Les cellules utilisant les mécanismes ALT sont caractérisées 
par l'hétérogénéité de la longueur de leurs télomères (Bryan et al., 1995), la présence 
d'ADN télomérique et de protéines télomériques dans des corps promyélocytaires associés à 
l'ALT (APB) (Yeager et al., 1999; Wu et al., 2000). Elles sont aussi caractérisées par la 
présence d'ADN télomérique extra chromosomique (Tokutake et al., 1998), de cercles 
télomériques monocaténaires ou bicaténaires (Wang et al., 2004; Muntoni et al., 2009), de 
nombreux foyers télomériques de dommages à l'ADN (Cesare et al., 2009) et par une 
augmentation des échanges de chromatides télomériques (Londono-Vallejo et al., 2004; 
Bailey et al., 2004). En général, les cellules ALT ne présentent pas toutes ces 
caractéristiques en même temps. Bien que les vrais mécanismes moléculaires à l'origine de 
l'ALT restent inconnus, la recombinaison télomérique intra ou extra chromosomique a été 
évoquée comme un des mécanismes impliqués (Muntoni et al., 2009; Dunham et al., 2000; 
Henson et al., 2009). Il est important de préciser que, dans certaines lignées cellulaires, la 
présence simultanée de caractéristiques d'ALT et d'une activité de la télomérase a été 
mentionnée (Johnson et al., 2005). Cependant, on ignore si les deux mécanismes peuvent 
agir en concert pour le maintien de la longueur des télomères in vivo. 
4. Télomères dans le cancer 
Les différentes fonctions des télomères dans la stabilité et l'intégrité du génome leur 
confèrent une place primordiale dans le processus néoplasique. Ils sont d'ailleurs considérés 
comme l'élément déterminant dans le processus d'immortalisation des cellules cancéreuses 
et pourraient même être un des éléments déclencheurs de certaines tumeurs. La longueur des 
télomères et les mécanismes de leur maintien sont les aspects concernant les télomères qui 
sont les plus étudiés dans le cancer. Leur organisation nucléaire fait également l'objet d'une 
certaine attention. 
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4.1. Longueur des télomères dans le cancer 
4.1.1. Longueur moyenne des télomères 
La plupart des cellules cancéreuses humaines ont des télomères courts à cause de 
leur grande capacité proliférative. D'ailleurs, la longueur des télomères a été corrélée au 
facteur de pronostic dans plusieurs tumeurs. Dans pratiquement toutes les tumeurs 
hématologiques, les télomères courts ont été associés à un mauvais pronostic (Svenson and 
Roos, 2009). Dans les tumeurs solides, plusieurs études ont aussi trouvé une corrélation 
entre, la longueur des télomères et un mauvais pronostic. La présence de télomères courts a 
également été associée à un mauvais pronostic dans les carcinomes du sein et de la prostate 
ainsi que dans les sarcomes (Fordyce et al., 2005; Heaphy et al., 2007; Avigad et al., 2007). 
Par contre, des télomères longs ont été associés à un mauvais pronostic dans les carcinomes 
hépatocellulaire, colorectal et de Barrett (Gertler et al., 2008; Gertler et al., 2004; Oh et al., 
2008). L'association entre télomères courts et mauvais pronostic peut s'expliquer par 
l'instabilité génomique engendrée par les télomères courts (Londono-Vallejo, 2008). Par 
contre, des investigations seront nécessaires pour mieux élucider le rôle des télomères longs 
dans le mauvais pronostic de certains cancers. 
La longueur des télomères des leucocytes du sang périphérique a été mesurée chez 
des ipdividus sains ou atteints de cancer afin de déterminer si elle peut être utilisée comme 
un facteur de risque de survenue, ou de pronostic de cancer. Plusieurs études ont montré une 
association entre certains cancers et des télomères courts (carcinomes pulmonaire, rénal et 
œsophagien) ou des télomères longs (carcinome du sein et mélanome) dans les leucocytes 
de patients atteints de ces cancers (Svenson and Roos, 2009). Cependant, aucune étude n'a 
encore prouvé une association entre le risque de survenue de cancer et la longueur des 
télomères des leucocytes du sang périphérique (Svenson and Roos, 2009). Par contre, il est 
intéressant de noter que les télomères des leucocytes du sang périphérique peuvent être 
considérés comme un biomarqueur de pronostic des patients. En effet, la présence de longs 
télomères a été associée à un mauvais pronostic dans certains cancers tels que les 
carcinomes rénal et du sein (Svenson et al., 2008; Svenson et al., 2009). 
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Des cellules souches ou initiatrices de tumeurs présentent aussi des télomères courts. 
Par exemple, les cellules souches gliales ou initiatrices de tumeur des gliomes, exprimant le 
CD 133, avaient des télomères plus courts que ceux de la tumeur proprement dite (Marian et 
al., 2010). Certaines lésions prénéoplasiques comme la néoplasie intraépithéliale prostatique 
présentent aussi des télomères courts (Meeker et al., 2002). 
4.1.2. La longueur des télomères individuels 
. La longueur des télomères individuels a été très peu étudiée dans le cancer, 
principalement à cause de certaines difficultés techniques, notamment l'obtention d'une 
bonne qualité de métaphases de cellules cancéreuses pures. Malgré tout, les rarissimes 
études faites sur la longueur des télomères individuels dans le cancer restent édifiantes. Par 
exemple, les télomères courts retrouvés sur les bras chromosomiques 9p des lymphocytes 
sont caractéristiques chez certaines des patientes souffrant du cancer du sein (Zheng et al., 
2009). Dans les cellules tumorales de ce même cancer, les télomères sur les bras 
chromosomiques 17q se raccourcissaient de manière plus marquée que la longueur moyenne 
des télomères (Rashid-Kolvear et al., 2007). Dans les syndromes myélodysplasiques, une 
association a été montrée entre la longueur de certains télomères individuels et la présence 
de certaines anomalies chromosomiques (Lange et al., 2010). L'étude d'un cas de leucémie 
aigiie lymphoblastique à cellules B a révélé un allongement des télomères seulement sur les 
llq. Un mécanisme indépendant de la télomérase a été évoqué pour expliquer cet 
allongement sélectif des télomères d'un seul bras chromosomique (Krejci et al., 1999). 
D'autres études concernant la longueur des télomères individuels dans le cancer seront 
nécessaires pour élucider leurs rôles biologiques et leurs implications cliniques. 
4.1.3. Mécanismes de maintien de la longueur des télomères dans le cancer 
Environ 85 % des cellules cancéreuses utilisent la télomérase pour maintenir la 
longueur de leurs télomères alors que les 15 % de cellules restantes utilisent le mécanisme 
ALT. Les carcinomes utilisent exclusivement la télomérase alors que près de 50 % des 
sarcomes utilisent le mécanisme ATL (Bollmann, 2007). La plupart des tumeurs 
hématologiques sont positives pour la télomérase (Deville et al., 2009) . Cependant, la 
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possibilité de maintien des télomères par d'autres mécanismes reste à explorer. Dans le 
liposarcome, la télomérase ou la voie ALT peut être utilisée par les cellules pour le maintien 
de leurs télomères (Johnson et al., 2005). Également, les deux grandes voies de maintenance 
de la longueur des télomères peuvent être utilisées pour établir le pronostic de certaines 
tumeurs. En effet, une activité élevée de la télomérase a été associée à un mauvais pronostic 
dans plusieurs tumeurs (Deville et al, 2009). Pour sa part, la voie ALT a été associée à un 
bon pronostic dans certaines tumeurs comme le glioblastome (McDonald et al., 2010) et à 
un mauvais pronostic dans le liposarcome (Venturini et al., 2010). Les protéines 
télomériques sont aussi dérégulées au cours du processus néoplasique. Cette dérégulation 
peut enlever la protection de la boucle télomérique, puis induire des fusions d'extrémités 
chromosomiques et enfin provoquer le cycle de cassure-pont-fusion chromosomique et une 
instabilité chromosomique (van Steensel et al., 1998; Cookson and Laughton, 2009). 
4.2 Modifications épigénétiques des télomères dans le cancer 
Un raccourcissement progressif des télomères humains s'accompagnerait d'un 
changement de leur structure chromatinienne lors de la sénescence cellulaire. Aussi, une 
altération de la structure de la chromatine télomérique pourrait être associée à 
1'immortalisation et à la transformation des cellules normales en cellules cancéreuses. En 
effet, une diminution des marques de méthylation de H4K20me3 est observée dans des 
cellules de souris après la suppression de l'activité des protéines de la famille Rb et dans de 
nombreuses lignées tumorales humaines (Fraga et al., 2005; Gonzalo et al., 2005; Gonzalo 
et al., 2005). Par ailleurs, une altération de l'activité de la HMTase Suv39h chez la souris 
entraîne le développement des lymphomes à cellules B (Peters et al., 2001; Czvitkovich et 
al., 2001). Une étude subséquente a établi pour la première fois une corrélation entre des 
altérations épigénétiques, notamment des changements dans la méthylation de l'ADN 
subtélomériques, et le maintien de la longueur des télomères dans des tumeurs humaines 
(Vera et al., 2008). Dans les cellules cancéreuses humaines, la méthylation de l'ADN 
subtilomérique corrélait négativement avec la longueur des télomères et la fréquence de 
recombinaison des télomères. Une perte de la méthylation de l'ADN subtélomériques est 
associée à de longs télomères et à une fréquence élevée des échanges télomériques. Ces 
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résultats suggéraient l'activation de la voie ALT dans un contexte de l'hypométhylation de 
l'ADN subtélomérique. 
4.3. Organisation nucléaire des télomères dans le cancer 
L'organisation nucléaire en 3D des cellules tumorales ou immortalisées dans le 
modèle murin ou humain diffère de celle des cellules normales par un certain nombre de 
critères qui permettent de caractériser cette différence. 
1. Le nombre de signaux télomériques observé dans les noyaux interphasiques des 
cellules cancéreuses diffère de celui des cellules normales à cause de l'aneuploïdie, de la 
formation de microterritoires télomériques (De Vos et al., 2009) et de la présence d'agrégats 
télomériques (AT) chez les cellules cancéreuses (Mai and Garini, 2006). 
2. La répartition des télomères dans les noyaux interphasiques de cellules 
cancéreuses peut être différente de celle des cellules normales. Dans ces dernières, les 
télomères sont organisés de façon dynamique d'une manière dépendante du cycle cellulaire. 
La forme du volume nucléaire des télomères est déterminée par le ratio a/c. De forme 
ellipsoïde, le volume nucléaire des télomères est défini par trois axes : les axes a et b sont 
égaux en longueur alors que l'axe c est variable (Fig. 6A). Le ratio a/c, qui définit la 
distribution nucléaire des télomères, varie en fonction du cycle cellulaire. Par exemple, dans 
les noyaux des lymphocytes en phases Go/i et S, le ratio a/c (1,3 à 1,7) est faible et les 
télomères sont distribués dans tout l'espace nucléaire (Fig. 6B). Par contre, à la fin de la 
phase G2, ils sont localisés autour du centre nucléaire en formant le disque télomérique et le 
rapport a/c est élevé (12 à 16) (Chuang et al., 2004; Vermolen et al., 2005). Dans les noyaux 
interphasiques de lignées cancéreuses telles que les U20S (ostéosarcome humain) et les 
Hela (carcinome du col utérin humain), de longs et courts mouvements des télomères ont été 
observés durant une période de vingt minutes (Molenaar et al., 2003). En conclusion, les 
télomères des cellules normales et cancéreuses sont sujets à des mouvements en fonction du 
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Figure 6. Distribution nucléaire des télomères. 
(A) Le noyau ressemble à un ellipsoïde. La forme du volume qu'occupent les télomères est 
définie par le ratio a/c. (B) L'organisation tri dimensionnelle des télomères dans le noyau 
des cellules de mammifères dépend du cycle cellulaire. La figure 6 est tirée de la figure 2 à 
la page 294 de (Klonisch et al., 2010). 
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3. La longueur des télomères des cellules cancéreuses est en général plus courte que 
celle- des cellules normales. Cependant, les télomères de certaines cellules cancéreuses 
peuvent être allongés. Aussi, il peut y avoir des populations cellulaires avec des télomères 
de différentes longueurs dans la même tumeur. 
4. Dans un noyau interphasique normal, les télomères sont distribués de façon à ce 
qu'il n'y ait pas de chevauchement entre eux. Par contre, dans les noyaux des cellules 
tumorales, les télomères ont tendance à former des AT. Les AT sont des grappes de 
télomères qui ne peuvent pas être distingués comme des signaux télomériques uniques à une 
résolution de deux cents nanomètres, la limite de résolution spatiale intrinsèque du 
microscope classique (Chuang et al., 2004; Vermolen et al., 2005). Les AT correspondent 
soit à des télomères qui sont trop près pour être vu de manière individuelle, soit à la fusion 
d'extrémités chromosomiques. Les AT sont indépendants de la longueur des télomères et de 
l'activité de la télomérase (Louis et al., 2005). Une désorganisation du capuchon 
télomérique par un dysfonctionnement des protéines télomériques pourrait causer la 
formation des AT. Par exemple, une inactivation de TERF2 dans des cellules murines 
entraîne la fusion des extrémités chromosomiques (van Steensel et al., 1998) et il se pourrait 
que ces fusions participent à la formation des AT. La protéine oncogène associée à la 
myélocytomatose (MYC) participe à la formation des AT. En effet, des AT se forment 2 
heures après une dérégulation conditionnelle de MYC dans les prélymphocytes B de souris 
et le temps de dérégulation de MYC est proportionnel au nombre d'AT. La conséquence 
ultime des AT est l'initiation de l'instabilité génomique à travers des cycles de cassure-pont-
fusion chromosomique (Mai and Garini, 2006; Louis et al., 2005; Guffei et al., 2010). 
Plusieurs études ont montré un changement de l'architecture nucléaire des télomères 
dans les cellules tumorales humaines (Chuang et al., 2004; Louis et al., 2005; Guffei et al., 
2010; Gadji et al., 2010; Knecht et al., 2009). Par exemple, une de ces études a montré une 
association entre le changement de l'architecture nucléaire des télomères et la transition des 
cellules mononucléaires de Hodgkin aux cellules multinucléaires de Reed-Sternberg 
(Knecht et al., 2009). Une autre a montré une association entre le changement de 
l'architecture nucléaire des télomères et le pronostic de survie des patients atteints de 
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glioblastome (Gadji et al., 2010). En conclusion, l'étude de l'architecture nucléaire des 
télomères permet de comprendre la biologie des télomères et pourrait être un outil précieux 
en clinique pour le diagnostic et le suivi des patients. 
4.4. Télomères et instabilité chromosomique 
• Bien avant que le cancer ne soit décrit comme une maladie d'instabilité génomique, 
Boveri avait proposé que des anomalies chromosomiques et l'organisation anormale des 
chromosomes dans le noyau étaient des caractéristiques des cellules tumorales (Boveri, 
1902; Boveri, 1914; Boveri, 2008). Comme décrite précédemment (section 3), la fonction 
des télomères dépend à la fois de leur structure et de leur longueur. Un raccourcissement des 
télomères ou un dysfonctionnement des protéines télomériques enlève la protection des 
télomères et entraîne la fusion des extrémités chromosomiques, la génération de 
chromosomes dicentriques et de ponts anaphasiques, des translocations non réciproques et 
des aneuploïdies (Londono-Vallejo, 2008; Cheung and Deng, 2008). Ce sont les télomères 
individuels les plus courts qui sont les plus susceptibles d'initier ces anomalies. Il est donc 
primordial d'étudier la longueur des télomères individuels dans les cancers afin de 
déterminer leurs rôles dans l'instabilité chromosomique. 
Dans certaines tumeurs, l'initiation de l'instabilité chromosomique et du processus 
tumoral par les télomères dépend de certaines protéines comme la protéine TP53. Cette 
protéine, qui est très importante dans le maintien du génome, est mutée dans environ 50 % 
des cancers. Le modèle animal a permis de comprendre le rôle de l'inactivation de TP53 et 
de la dysfonction des télomères dans l'initiation de l'instabilité chromosomique dans le 
cancer. Des souris TER&'TPSS'1' tendent à développer des carcinomes alors que les 
sarcomes et les lymphomes sont des tumeurs dominantes chez les souris TP53''~. En plus, 
chez les souris TERC^'TPST1", on remarque une plus grande instabilité chromosomique se 
manifestant par des translocations non réciproques et la fusion des extrémités 
chromosomiques (Artandi et al., 2000). Aussi, une absence de la protéine TP53 et une 
délétion de POT1 causant une dysfonction de la structure des télomères entraînent une 
activation des voies ATR/ATM de réparation des dommages à l'ADN, une endoréplication 
et la génération d'une tétraploïdie (Davoli et al., 2010). Cette dernière est connue comme 
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source d'aneuploïdie et d'instabilité chromosomique qui pourrait affecter aussi 
l'organisation nucléaire des télomères (Mai, 2010). 
5. Modèle d'étude de pathologie cancéreuse: la leucémie myéloïde 
chronique (LMC) 
La leucémie myéloïde chronique (LMC) représente un modèle idéal pour étudier le 
rôle des télomères dans une pathologie néoplasique à cause des éléments cités ci-après. 
1. La prolifération cellulaire accrue des cellules leucémiques aide à comprendre 
l'impact de ce phénomène sur la biologie des télomères. 
2. La LMC est caractérisée par une phase chronique (PC) relativement stable qui 
dure des années, une phase accélérée (PA) qui est suivie d'une phase blastique (PB) 
associée à des anomalies chromosomiques et des mutations responsables du caractère plus 
malin de la maladie. Par conséquent, la biologie des télomères, de même que l'instabilité 
génomique peuvent être étudiées à toutes les phases évolutives de la maladie. 
3. La disponibilité d'une thérapeutique ciblée avec un taux de succès extrêmement 
élevé permet de comprendre les changements biologiques des télomères qui surviennent en 
cours de traitement. 
4. L'accessibilité facile aux cellules leucémiques et la possibilité d'étudier la 
biologie des télomères dans différents types cellulaires à partir du même tissu sanguin : les 
cellules souches normales et leucémiques, les cellules leucémiques et les autres cellules 
sanguines normales. 
5. Les conditions de culture et la facilité d'obtention des caryotypes à partir des 
cellules de la LMC par rapport aux autres cancers permettent d'étudier les télomères 
individuels en même temps que les anomalies chromosomiques. 
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5.1. Description clinique 
La LMC est une maladie caractérisée par une prolifération excessive de cellules 
myéloïdes dans la moelle osseuse et leur accumulation dans le sang. C'est une maladie qui a 
une incidence de 1 à 1,5 cas par 100 000 personnes et qui atteint principalement des adultes 
entre 50 et 60 ans. La cause de la LMC est inconnue, mais l'exposition aux radiations 
ionisantes est un facteur de risque. Les symptômes de la LMC comprennent une fatigue 
généralisée, une perte de poids, des sueurs nocturnes, une anémie, une splénomégalie et des 
saignements inexpliqués. Plus de la moitié des cas de LMC sont asymptomatiques au 
moment du diagnostic et plus de 90 % des cas diagnostiqués sont à la phase chronique. Si 
aucune thérapeutique appropriée n'est administrée, l'évolution de la LMC se fait en 3 
phases: la PC, la PA, et la PB qui est caractérisée par la présence de nombreuses blastes 
(Perrotti et al., 2010). De nos jours, le traitement de la LMC est surtout axé sur les 
thérapeutiques moléculaires ciblées, plus précisément les inhibiteurs de la tyrosine kinase. 
Cette nouvelle approche thérapeutique à l'avantage d'être plus efficace que la 
transplantation de moelle osseuse et la chimiothérapie, en plus d'être moins toxique que 
cette dernière (Druker, 2008). 
5.2. Biologie moléculaire 
, La LMC est une maladie clonale. Elle est caractérisée par la présence du 
chromosome Philadelphia (Ph) résultant de la translocation réciproque t(9:22) (q34.1 ;ql 1.2) 
(Rowley, 1973). Cette translocation est à l'origine de la fusion de l'oncogène-1 c-abl non-
récepteur de tyrosine-kinase (ABL1) situé sur le chromosome 9 avec le « breakpoint cluster 
region » (BCR) situé sur le chromosome 22 (Quintas-Cardama and Cortes, 2009). 
L'occurrence de ce gène de fusion pourrait être expliquée par les éléments suivants. Dans le 
noyau, les chromosomes sont organisés en territoires et il semblerait que les chromosomes 9 
et 22 appartiennent au même territoire chromosomique. À la phase S du cycle cellulaire, il y 
a une juxtaposition entre les gènes ABL1 et BCR. La présence de séquences dupliquées dans 
les régions transloquées favoriserait aussi la recombinaison entre ces deux gènes (Anastasi 
et al., 1999; Chissoe et al., 1995). 
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Chez la plupart des patients, le gène de fusion ainsi généré, BCR-ABL1, produit une 
protéine de 210 kDa (p210BCR-ABLl). Au niveau de cette protéine, l'activité tyrosine 
kinase d'ABLl est dérégulée et elle se retrouve constitutivement très élevée, ce qui est 
l'élément moléculaire initiateur de la LMC. Cette activité kinase entraîne une activation des 
voies de signalisation mitogénique, une altération de l'adhésion cellulaire, une inhibition de 
l'apoptose et un arrêt de la différenciation cellulaire (Quintas-Cardama and Cortes, 2009). 
Lorsqu'aucun traitement approprié n'est administré, la LMC progresse irrémédiablement 
vers la PA puis la PB. Ces phases sont caractérisées par l'apparition d'anomalies 
chromosomiques secondaires. Les anomalies les plus fréquentes sont +8, +Ph, i(17 q) et +19 
et les moins fréquentes sont -Y, +21, +17 et -7 (Mitelman et al., 1976; Lawler et al., 1976). 
Les vrais déterminants moléculaires à la base de l'évolution de la LMC sont mal connus. 
Par contre, il semblerait que l'évolution vers la PB se fait en plusieurs étapes. L'une des 
premières étapes est l'augmentation de l'activité de la protéine de fusion BCR-ABL1 qui 
serait suivie d'une inactivation des gènes suppresseurs de tumeur tels que TP53, d'un déficit 
de réparation des dommages à l'ADN, ce qui entraîne une instabilité génomique et 
l'apparition d'autres anomalies chromosomiques (Perrotti et al., 2010). Récemment, une 
étude génomique a montré que le profil d'expression de six gènes (NOB1, DDX47, IGSF2, 
LTB4R, SCARB1, et SLC25A3) permet de distinguer les phases initiale et tardive de chacune 
des phases de la LMC (Oehler et al., 2009). Cependant le rôle de ces gènes dans la 
progression de la maladie demeure inconnu. Grâce aux connaissances moléculaires de la 
pathogenèse de la LMC, la première thérapie moléculaire contre le cancer fut développée. 
Cette thérapie, l'imatinib mésylate (Glivec®), est un inhibiteur de la tyrosine kinase qui a 
permis d'avoir des résultats sans précédent dans le traitement de la LMC. À cause des 
résistances thérapeutiques, d'autres molécules similaires ont par la suite été développées 
(Druker, 2008). L'étude la LMC a permis le développement d'un nouveau paradigme dans 
le traitement du cancer : la thérapie moléculaire ciblée. 
5.3 Télomères et la télomérase dans la leucémie myéloïde chronique 
Comme dans la plupart des cellules cancéreuses, les télomères des cellules de la 
LMC se raccourcissent très rapidement à cause de la grande capacité proliférative de ces 
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cellules. Les télomères des cellules leucémiques présentes dans du sang périphérique de 
patients atteints de LMC sont d'un kb plus courts que ceux des leucocytes de sujets sains du 
même âge (Brummendorf et al., 2000). Aussi, en comparant la longueur des télomères des 
cellules sanguines comportant le chromosome Ph à celle des lymphocytes T d'un même 
patient, il a été montré que les télomères des cellules leucémiques étaient plus courts que 
ceux des contrôles (Brummendorf et al., 2000). En considérant la perte moyenne des 
séquences télomériques par division cellulaire, on peut estimer que les cellules leucémiques 
subissent au moins dix fois plus de divisions cellulaires que les cellules normales. La 
présence de télomères courts chez les patients atteints de LMC est un facteur de mauvais 
pronostic. En effet, des études ont montré que le raccourcissement des télomères était plus 
prononcé chez des patients qui avaient un score de risque de Hasford élevé (Drummond et 
al., 2004). La longueur des télomères corrélait positivement avec le temps de progression 
qui sépare la PC des autres phases de la maladie (Brummendorf et al., 2000). En outre, les 
patients en PA et en PB avaient des télomères signifïcativement plus courts que ceux à la 
PC (Brummendorf et al., 2000; Boultwood et al., 1999). De plus, un traitement fructueux de 
la LMC avec les inhibiteurs de la tyrosine kinase est associé à une augmentation de la 
longueur des télomères à cause d'une diminution des cellules comportant le chromosome Ph 
(Brummendorf et al., 2003). 
Aussi, la protéine de fusion BCR-ABL1 influencerait le raccourcissement des 
télomères au cours des différentes phases évolutives de la LMC. L'augmentation de 
l'activité tyrosine kinase de BCR-ABL1 génère des espèces réactives de l'oxygène (Sattler 
et al., 2000) qui, à leur tour, pourraient engendrer des dommages oxydatifs télomériques et 
ainsi entraîner une réduction de la longueur. Enfin, il est à noter que l'expression de certains 
gènes du capuchon télomériques est altérée au cours de l'évolution de la LMC (Campbell et 
al, 2006). 
L'activité de la télomérase augmente au cours de la progression de la maladie. Une 
élévation de l'activité de la télomérase a été associée à l'acquisition de nouvelles anomalies 
cytogénétiques (Ohyashiki et al, 1997; Broccoli et al, 1995). Aussi, chez plus de 60 % des 
patients qui présentaient une activité élevée de la télomérase, une instabilité des 
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microsatellites apparaissait de manière concomitante. (Ohyashiki et al., 2000). Par 
conséquent, une augmentation de l'activité de la télomérase peut être associée à une 
instabilité génomique et aggraver le processus néoplasique de la LMC. L'activité élevée de 
la télomérase au cours de la progression de la LMC (Ohyashiki et al., 1997; Broccoli et al., 
1995) serait probablement due à une augmentation des blastes parce que les cellules souches 
leucémiques CD43+ présentent au contraire une répression du gène TERT au cours des 
phases avancées de la maladie (Campbell et al., 2006). La répression du gène TERT chez les 
cellules souches leucémiques pourrait être un des éléments entraînant un raccourcissement 
prononcé des télomères au cours de la progression de la maladie. 
6. Techniques de mesure de la longueur et d'évaluation de l'architecture 
nucléaire des télomères 
6.1. Analyse des fragments terminaux des chromosomes (TRF) La restriction des 
fragments télomériques (TRF) est l'une des premières techniques utilisées pour mesurer la 
longueur des télomères (de Lange et al., 1990). Son utilisation reste répandue malgré 
l'avènement des techniques plus rapides et commodes telles que la PCR quantitative 
(Tableau 1). La TRF mesure la longueur moyenne de l'ensemble des télomères à partir de 
l'ADN génomique. Cette technique est basée sur la digestion des régions subtélomériques 
par des enzymes de restriction, ce qui sépare les télomères du reste du génome tout en 
conservant les télomères intacts. Par la suite, une électrophorèse sur gel d'agarose puis un 
buvardage de type Southern sont effectués. La longueur des télomères est révélée avec une 
sonde marquée, spécifique aux télomères. La trainée d'ADN observée correspond à la 
distribution de l'ADN télomérique en fonction de sa taille. La longueur moyenne des 
télomères est calculée en fonction de l'intensité du signal à différents points de la traînée. 
Un des avantages de cette technique est que l'évaluation de la longueur des télomères se fait 
directement en kb, ce qui permet d'estimer la longueur absolue des télomères et facilite les 
comparaisons entre différentes études. En plus, elle permet d'évaluer la distribution de la 
longueur des télomères. Cependant, la principale limite de la TRF est l'utilisation d'une 
quantité importante d'ADN, soit une quantité minimale de 1,5 jig. 
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Tableau 1. Comparaison entre les différentes techniques de mesure de la longueur des télomères. 
Le tableau 1 a été adapté du tableau 1 à la page 286 de (Samassekou et al., 2010) 






•Permet la comparaison entre les études 
*Rapide 
"Quantité importante d'ADN 
Q-PCR ADN •Nécessite une quantité minime d'ADN * Impossibilité de comparer les études 
t-.tc.tt Noyaux •Mesure la longueur des telomères dans *XT, , Flow-FISH . ,J , j.™, , . •Necessite une preparation cytologique 
mterphasiques différents types cellulaires 





* Mesure des télomères courts 
•Différences alléliques 
•Identifie seulement quelques télomères 
individuels 
Q-FISH Métaphases •Identifie tous les télomères individuels •Nécessite des métaphases 
3D télomère Noyaux •Évalue le nombre, l'intensité, la forme •N'identifie pas les télomères 
FISH interphasiques nucléaire et la position des télomères individuels 
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6.2. L'hybridation in situ observée en fluorescence quantitative (Q-FISH) 
L'hybridation in situ observée en fluorescence (FISH pour « fluorescence in situ 
hybridization») est une procédure qui permet l'hybridation d'une séquence d'acide 
nucléique, couplée avec un fluorochrome, avec un brin complémentaire. Cette procédure 
permet de déterminer la présence d'une séquence d'acide nucléique dans une cellule ou un 
groupe de cellules en détectant la fluorescence associée à cette séquence grâce à un 
microscope à fluorescence ou à un cytomètre de flux. En utilisant les mêmes principes que 
la FISH standard, la FISH quantitative (Q-FISH) permet l'acquisition d'informations 
quantitatives sur des séquences d'ADN grâce aux valeurs cumulatives de l'intensité de 
fluorescence de chaque sonde hybridée sur sa séquence cible. La Q-FISH permet la mesure 
de la longueur des télomères dans une cellule ou sur un bras chromosomique (Lansdorp et 
al., 1996). 
Pour la mesure des télomères par la Q-FISH, les sondes d'acide nucléique 
peptidique (PNA) sont en général utilisées. Les sondes PNA sont des molécules semblables 
aux acides nucléiques à la différence que le squelette phosphatidique est remplacé par une 
chaîne pseudopeptidique sur laquelle les bases puriques et pyrimidiniques sont fixées par 
des liaisons carboxyliques. Les sondes PNA sont des oligonucléotides monocaténaires en 
général composés de 18 nucléotides. La charge neutre des sondes de PNA fait qu'elles ont 
une température de dissociation (Tm) très élevée: d'où leur spécificité plus grande que les 
sondes d'ADN. Par conséquent, l'hybridation des sondes PNA donne un ratio signal/bruit 
de fond très élevé, ce qui est une caractéristique très importante dans la quantification de la 
fluorescence. Leur résistance aux nucléases contribue à leur stabilité et rend l'hybridation 
encore plus efficace et stable. Leur petite taille qui assure une meilleure pénétration 
cellulaire et une hybridation rapide réduit les possibilités de diminution de l'intensité de la 
fluorescence au cours de l'expérimentation (Pellestor et al., 2005). 
6.3. FISH quantitative sur métaphases 
Lorsqu'elle est appliquée sur des métaphases et que l'analyse s'effectue avec un 
logiciel approprié, la technique Q-FISH permet la mesure de la longueur des télomères 
individuels. L'intensité de fluorescence sur chaque bras chromosomique ou chaque 
43 
chromatide est enregistrée par le logiciel qui la convertit en unité de fluorescence 
représentant la longueur de chaque télomère individuel. En général, ces mesures sont 
effectuées sur 10 à 30 métaphases et les unités de fluorescence peuvent être converties en 
kb ou en valeur relative. La technique de Q-FISH sur métaphase a l'avantage de pouvoir 
mesurer la différence de longueur entre les télomères homologues, les télomères des 
chromatides sœurs et les télomères sur les deux extrémités d'un même chromosome. En 
outre, il permet l'étude combinée des anomalies chromosomiques et de la longueur des 
télomères individuels. L'inconvénient majeur de cette technique est la nécessité d'avoir des 
métaphases de haute qualité afin de réaliser un caryotype. (Martens et al., 1998; Lansdorp 
et al., 1996; Perner et al., 2003; Londono-Vallejo et al., 2001). 
6.3.1 Méthodes d'analyse de la longueur des télomères individuels par Q-FISH 
' Comme nous l'avons mentionné précédemment, la mesure de la longueur des 
télomères individuels peut se faire par la technique Q-FISH. Cependant, l'utilisation de la 
fluorescence est, en général, accompagnée d'un photoblanchiment pouvant provoquer des 
variations inter ou intra expérimentales et ainsi affecter la mesure de la longueur des 
télomères. Pour minimiser ces variations, il est d'usage d'utiliser des billes de fluorescence 
(Rufer et al., 1998), des sondes centromériques (Perner et al., 2003) ou des plasmides 
contenant des séquences télomériques (Martens et al., 1998). En outre, une normalisation 
par rapport à une valeur de référence telle que la longueur moyenne des télomères en kb 
(Samassekou et al., 2009) ou par des méthodes statistiques (Londono-Vallejo et al., 2001) 
est souvent employée pour atténuer ces variations. 
' Nous avons adopté deux méthodes de normalisation pour analyser nos données. La 
première consistait à déterminer la longueur des télomères individuelle en valeur de 
référence (kb) en ayant recours à la technique TRF. En fait, pour chaque échantillon, une 
concordance est établie entre la longueur moyenne en unités de fluorescence, obtenues par 
Q-FISH, et la longueur moyenne en kb, mesurée par la technique TRF. Cette méthode a 
l'avantage de déterminer la longueur des télomères individuels en kb, ce qui permet de faire 
des comparaisons entre différents échantillons et différentes études. Aussi, la connaissance 
de la longueur des télomères en kb, surtout dans le cancer, est un élément essentiel pour 
définir leur raccourcissement ou leur allongement. L'inconvénient de cette méthode réside 
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du fait que des variations expérimentales de fluorescence entre les métaphases d'un même 
échantillon peuvent constituer un biais lors de l'analyse des données. 
Pour minimiser ces variations, nous avons utilisé une deuxième méthode de 
normalisation basée sur des méthodes de normalisation statistique. Ces méthodes 
s'appliquent à normaliser la valeur de fluorescence de chaque télomère individuel d'une 
métaphase par rapport à la somme ou la moyenne de l'ensemble des télomères de cette 
métaphase (Londono-Vallejo et al., 2001). La méthode de normalisation par la moyenne est 
plus avantageuse que celle par la somme parce que cette dernière n'est pas applicable 
lorsque les cellules d'un même échantillon ont différents nombres de chromosomes. Nous 
avons aussi utilisé une autre méthode de normalisation statistique, la normalisation par la 
valeur z. Cette méthode de normalisation permet de déterminer des télomères relativement 
très longs et très courts au niveau de chaque cellule. Ainsi, un pourcentage de télomères 
relativement longs ou courts peut être déterminé pour un échantillon donné, et ce, 
indépendamment des variations de longueur des télomères dans différentes cellules de cet 
échantillon. 
Les méthodes de normalisation statistique permettent l'établissement plus précis du 
profil de la longueur des télomères individuels au niveau cellulaire. L'inconvénient majeur 
de ces méthodes est que la longueur des télomères est analysée sur une même échelle. Par 
conséquent, les différences de longueur entre télomères de différentes cellules d'une part, et 
de différents échantillons d'autre part disparaissent. Aussi, l'absence de valeur de référence 
en kb ne permet pas de faire des comparaisons entre différentes études. De plus, on ne peut 
pas évaluer le raccourcissement ou l'allongement des télomères. 
En conclusion, les méthodes que nous avons utilisées sont complémentaires et 
l'interprétation des résultats doit se faire en tenant compte des limites de chaque méthode. 
6.4. FISH quantitative en tri dimension 
En couplant la technique Q-FISH avec la microscopie tridimensionnelle (3D) et une 
analyse quantitative des noyaux interphasiques en 3D, nous pouvons étudier l'architecture 
nucléaire des télomères. 13 existe deux catégories de microscopie en 3D: la microscopie 
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confocale et la microscopie traditionnelle à déconvolution. La microscopie confocale 
requiert peu de manipulation après l'acquisition de l'image. Par contre, elle nécessite plus 
de temps d'exposition, ce qui peut causer une diminution de l'intensité de fluorescence et 
rendre la mesure de fluorescence difficile. De son côté, la microscopie à déconvolution 
utilise la microscopie à fluorescence associée à un algorithme mathématique qui réduit la 
quantité de contamination provenant de la lumière en dehors du foyer. Dans nos études, 
nous avons utilisé la déconvolution itérative de contrainte (Schaefer et al., 2001) pour 
analyser l'organisation spatiale du noyau. En plus de la déconvolution, nous avons utilisé 
un programme appelé Teloview™ (Vermolen et al., 2005) qui nous a permis de déterminer, 
dans des noyaux interphasiques, la position des télomères dans un espace 3D ainsi que la 
quantité de fluorescence, qui est proportionnelle à la longueur des télomères. Avec ce 
système, l'acquisition des données est basée sur la prise d'images sur 80 plans focaux pour 
chacun des noyaux. Ensuite, la déconvolution permet la reconstitution des 80 images en 
une image en 3D. En général, 30 noyaux sont analysés pour chaque échantillon. Puis, le 
logiciel Teloview™ : 
. 1. Détermine le nombre de signaux télomériques et mesure l'intensité de 
fluorescence des signaux; 
2. Mesure le volume nucléaire; 
3. Détermine le volume nucléaire des télomères par le ratio atc. Le volume 
nucléaire des télomères est le volume nucléaire qu'occupent les télomères (voir la section 
4.2.); 
4. Mesure le nombre d'agrégats télomériques dans chaque noyau (voir la section 
4.2.); 
5. Détermine la position des télomères et mesure leur distance avec la périphérie et 
le centre du noyau; 
L'étude de l'architecture nucléaire des télomères à l'avantage de se faire sur des 
coupes de tissu, des empreintes cellulaires sur lames et des cultures de cellules fixées sur 
lames (Chuang et al., 2004; Louis et al., 2005; Gadji et al., 2010). 
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7. Objectifs de recherche 
7.1. Objectif général 
La dysfonction des télomères est l'une des caractéristiques les plus communes des 
cellules cancéreuses. Cette dysfonction affecte aussi bien la longueur que l'architecture 
nucléaire des télomères. 
La longueur des télomères des cellules cancéreuses est le plus souvent évaluée en 
mesurant leur longueur moyenne. Cependant, cette longueur moyenne ne fournit qu'une 
visiqn globale de la longueur des télomères et donne très peu d'informations quant à 
l'évolution du profil de la longueur des télomères individuels lors du processus 
néoplasique. Des rares études qui ont été faites laissent entrevoir un changement de ce 
profil dans les cellules néoplasiques par rapport à celui des cellules normales. Par exemple, 
un allongement sélectif des télomères sur le 1 lq a été montré dans un cas de leucémie aiguë 
lymphoblastique de type B (Krejci et al., 1999) ainsi qu'un raccourcissement plus prononcé 
des télomères sur le 17q par rapport à la longueur moyenne des télomères dans le cancer du 
sein (Rashid-Kolvear et al., 2007). Bien que ces études ont été faites sur un échantillon 
limité de sujets et n'ont pas évalué l'ensemble des télomères individuels, elles suggèrent 
que le changement de profil de certains télomères individuels pourrait avoir une application 
clinique et biologique. La récurrence de certains télomères individuels longs ou courts 
pourrait être utilisée comme un marqueur de pronostic ou de suivi dans le cancer. Aussi, 
l'établissement du profil des télomères individuels pourrait permettre une meilleure 
compréhension de leur dynamique de raccourcissement ou d'allongement. 
De son côté, le remodelage de l'architecture nucléaire des télomères est connu pour 
être l'une des premières altérations génomiques suite à une dysfonction de l'oncogène 
MYC. Ce remodelage a été associé à une instabilité chromosomique (Louis et al., 2005). 
Aussi, le remodelage de l'architecture nucléaire des télomères a été associé à la transition 
des cellules mononucléaires de Hodgkin à celles multinucléaires de Reed-Sternberg dans le 
lymphome de Hodgkin (Knecht et al., 2009). Ces données suggèrent que le remodelage de 
l'architecture nucléaire des télomères pourrait être une des dysfonctions initiales du 
génome au cours du processus néoplasique et être associé à une instabilité génomique au 
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cours de la phase évolutive du cancer. Une connaissance approfondie des changements 
s'opérant au niveau de la longueur des télomères individuels et des modifications de leur 
architecture nucléaire permettrait de comprendre le rôle des télomères dans le processus 
cancéreux. Par conséquent, dans ce travail, nous nous fixons l'objectif général suivant : 
Étudier la longueur des télomères individuels et leur architecture nucléaire dans les 
cellules néoplasiques. 
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7.2. Objectifs spécifiques 
7.2.1. Chapitre 1 : Étude de l'architecture nucléaire des télomères et du profil 
d'expression des gènes télomériques suite à une exposition aux agents endommageant 
l'ADN (ce chapitre comporte un article). 
Le génome humain est constamment soumis à des stress exogènes et endogènes qui 
peuvent compromettre son intégrité et conduire au cancer. À cause de la structure de leur 
ADN, les télomères sont plus sensibles à certains agents endommageant l'ADN que le reste 
du génome (Rochette and Brash, 2010; Rubio et al., 2004). Cette sensibilité aux dommages 
de l'ADN des télomères pourrait affecter leur architecture nucléaire et par conséquent être 
un élément stimulant le processus néoplasique. Donc, déterminer l'effet des agents 
endommageant l'ADN sur l'architecture nucléaire des télomères est une des premières 
étapes dans la compréhension du remodelage de l'architecture nucléaire au cours du 
processus néoplasique. Nous nous fixons les objectifs spécifiques suivants : 
1. Déterminer l'architecture nucléaire des télomères de fibroblastes humains 
normaux à la suite d'une exposition à des rayons UVB, des rayons gamma ou du peroxyde 
d'hydrogène (H202); 
2. Déterminer le profil d'expression des gènes du capuchon télomérique dans des 
fibroblastes humains normaux après une exposition à des rayons UVB, des rayons gamma 
ou du peroxyde d'hydrogène (H2O2). 
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7.2.2. Chapitre 2 : Étude de l'architecture nucléaire des télomères, de la longueur des 
télomères individuels et des mécanismes de leur maintien dans la leucémie myéloïde 
chronique (Ce chapitre comporte 4 articles). 
La mesure de la longueur des télomères sur chaque bras chromosomique dans les 
cellules cancéreuses primaires est très peu pratiquée. Ceci est principalement dû à la 
difficulté d'obtenir un caryotype de bonne qualité, à cause de la présence d'anomalies 
chromosomiques complexes, et de la possibilité de contamination des cultures cellulaires 
avec des cellules normales. Pour circonscrire ces difficultés, nous allons utiliser les cellules 
cancéreuses de patients atteints de LMC à la PC au moment du diagnostic comme modèle 
d'étude. En général, les cellules de la LMC à la PC présentent, la translocation t(9;22) 
comme unique anomalie chromosomique, ce qui est idéal pour l'étude de l'architecture 
nucléaire des télomères puisque le génome est peu remanié et à un stade précoce du 
processus néoplasique. Nous nous fixons les objectifs spécifiques suivants : 
1. Étudier l'architecture nucléaire des télomères dans la LMC. 
2. Déterminer la longueur en kb et en valeur relative des télomères sur chaque 
bras-chromosomique dans des cellules provenant de sujets adultes normaux ; 
3. Déterminer la longueur en kb et en valeur relative des télomères sur chaque 
bras chromosomique dans des cellules de sujets adultes atteints de LMC à la PC ; 
4. Comparer le profil de la longueur des télomères individuels (en kb) des sujets 
atteints de la LMC avec celui des sujets normaux ; 
5. Comparer le profil de la longueur relative des télomères individuels des sujets 
atteints de la LMC avec celui des sujets normaux ; 
6. Étudier les mécanismes de maintien de la longueur des télomères dans la LMC ; 
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7.2.3. Chapitre 3 Instabilité chromosomique, remodelage de la longueur individuelle 
et de l'architecture nucléaire des télomères suite à différentes mutations de TP53 (ce 
chapitre comporte un article). 
TP53 est une des protéines les plus mutées dans le cancer et ses mutations 
surviennent au cours des phases évolutives du cancer. Certaines des mutations de TP53 
sont considérées comme un facteur de mauvais pronostic et ont été associées à une 
instabilité génomique (Caulin et al., 2007). Le dysfonctionnement des télomères a aussi été 
associé à une instabilité chromosomique au cours du cancer. Récemment, le rôle capital des 
télomères dans la genèse de la tétraploïdie en contexte deactivation de la protéine TP53 a 
été montré et serait un des mécanismes causant l'aneuploïdie et l'instabilité 
chromosomiques des cellules cancéreuses (Davoli et al., 2010). Il sera donc intéressant 
d'explorer la relation entre les mutations les plus fréquentes de TP53 (TP53-V143A, TP53-
R175H, et TP53-R273H), l'instabilité chromosomique et la longueur et l'architecture 
nucléaire des télomères. Pour ce faire, nous allons utiliser la lignée cellulaire LoVo, 
provenant d'un adénocarcinome du côlon comme modèle d'étude parce qu'elle comporte 
une TP53 sauvage, qu'elle présente peu d'anomalies chromosomiques et qu'elle est 
chromosomiquement stable (Stewenius et al., 2005; Melcher et al., 2002). Nous nous fixons 
les objectifs spécifiques suivants : 
1. Comparer les anomalies chromosomiques dans des lignées LoVo ; 
2. Déterminer et comparer la longueur des télomères individuels dans des lignées 
LoVo; 
3. Établir une corrélation entre la longueur des télomères individuels et les 
anomalies chromosomiques présentes dans des lignées LoVo ; 
4. Comparer l'architecture nucléaire des télomères dans des lignées LoVo ; 
5. Déterminer le profil d'expression des gènes du capuchon télomérique dans des 
lignées LoVo ; 
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7.3. Sequence de réalistion des articles 
Cette thèse a été agencée en articles dans un ordre bien précis pour en faire une 
histoire cohérente qui aidera le lecteur à une meilleure compréhension de ce travail. 
Cependant, la séquence de réalisation des articles est différente de celle de leur ordre 
d'apparition dans la thèse. En effet, nous avons d'abord réalisé les articles sur la longueur 
des télomères individuels (chapitre 2 articles 2 et 3). Ces articles émanaient des travaux de 
recherche du laboratoire du Dr Yan dont la thématique de recherche porte sur l'étude de la 
longueur des télomères individuels dans le cancer. À partir des résultats de ces deux 
articles, nous avons émis l'hypothèse qu'un autre mécanisme de maintien de la longueur 
des télomères existerait dans la LMC à la PC. C'est ainsi que nous avons réalisé l'article 4 
du chapitre 2. Ensuite, nous avons eu des échanges avec le Dr Drouin et ces échanges ont 
porté sur la relation entre les télomères et les dommages à l'ADN. Le but de ces échanges 
était d'établir un pont entre les sujets de recherche du laboratoire de Dr Drouin et celui de 
Dr Yan. H faut rappeler qu'une des thématiques de recherche du laboratoire de Dr Drouin 
porte sur les dommages à l'ADN. Grâce à la collaboration fructueuse de la Dre Mai, nous 
avoris étudié l'architecture nucléaire des télomères suite à une exposition aux agents 
génotoxiques (chapitre 1 article 1). Parallèlement, nous avons réalisé l'article sur 
l'architecture nucléaire des télomères dans la LMC (chapitre 2, article 1) et celui sur les 
mutations spécifiques de TP53 dans les lignées cellulaires de LoVo. Ce dernier article est 
aussi le fruit de discussions entre différents membres du laboratoire de Dr Drouin dont un 
des sujets de recherche porte sur l'étude de TP53. 
RÉSULTATS 
Chapitre 1 : 
Étude de l'architecture nucléaire des télomères et du profil d'expression 
des gènes télomériques suite à une exposition aux agents endommageant 
l'ADN 
Article 1: 
DNA damaging agents alter the tridimensional nuclear organization of telomeres and 
the expression profile of the shelterin genes 
Oumar Samassekou1, Nathalie Bastien1, Daniel Lichtensztejn2, Ju Yan1, Sabine Mai2*, 
Régen Drouin1* 
1: Division of Genetics, Department of Pediatrics, Faculty of Medicine and Health 
Sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, QC, Canada 
2: Manitoba Institute of Cell Biology, Cancer Care Manitoba, University of Manitoba, 
Winnipeg, MB, Canada 
Cet article est a été soumis dans la revue Journal of Cell Science. 
Ma contribution dans le travail 
J'ai fait la conception expérimentale, effectué toutes les expériences de 3D des télomères, 
analysé toutes les données et écrit la première version complète de l'article. 
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Résumé 
La structure spéciale de l'ADN des télomères les rend plus sensibles aux dommages 
à l'ADN que le reste du génome. Leur habileté pour réparer les dommages dépend, en 
général, du type de dommages. Par exemple, les 8-oxo-7, 8-dihydroguanines sont 
efficacement réparés au niveau des télomères, après une exposition au peroxyde 
d'hydrogène (H2O2), alors que les dimères cyclobutyliques de pyrimidines, induits à la 
suite d'une exposition aux UVB, ne le sont pas. Cette réparation différentielle des 
dommages de l'ADN télomérique nous a conduits à étudier l'effet de trois agents 
génotoxiques sur la structure des télomères. Nous avons exposé des fîbroblastes primaires 
humains au H2O2, aux rayons gamma ou aux UVB puis nous avons étudié l'architecture 
nucléaire des télomères et le profil d'expression des gènes du capuchon télomérique sur une 
période de 24 heures après l'exposition aux agents génotoxiques. Nous avons d'abord 
évalué l'architecture nucléaire des télomères en utilisant l'hybridation in situ par 
fluorescence quantitative en 3D. Le traitement au H2O2 induit une réduction significative 
des signaux télomériques. Après l'irradiation aux rayons gamma, le volume nucléaire était 
positivement corrélé au nombre de signaux télomères et négativement corrélé à l'intensité 
moyenne des télomères. L'exposition aux UVB entrainait une augmentation significative 
du nombre d'agrégats télomériques et un changement en forme de disque de l'espace 
nucléaire occupé par les télomères. 
Ensuite, l'étude du profil d'expression des gènes du capuchon télomérique a principalement 
montré une hausse de l'expression des gènes POT1, TERF1 et TERF2IP après le traitement 
des cellules au H2O2. En outre, l'exposition aux rayons UVB ou gamma conduit aussi à une 
augmentation de l'expression de TERF2IP ou POT1, respectivement. En conclusion, 
certains agents génotoxiques modifient la structure des télomères en agissant 
différentiellement sur l'architecture nucléaire des télomères et le profil d'expression des 
gènes du capuchon télomérique. En plus, ces gènes pourraient être impliqués dans la 
réponse cellulaire des dommages à l'ADN. La perturbation de la structure des télomères à 
cause d'agents génotoxiques est une autre voie qui affecte l'homéostasie cellulaire. 
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Abstract 
Due to their DNA structure, telomeres are more sensitive to DNA damage, which 
leads to different outcomes following exposure to different genotoxic agents. For instance, 
the 8-0X0-7,8-dihydroguanine are repaired at telomeres, following hydrogen peroxide 
(H2O2) treatment, whereas the UVB-induced cyclobutane pyrimidine dimers are not 
removed at telomeric ends after the UVB exposure. To study the effects of three DNA-
damàging agents on telomere structure, we exposed normal human primary fibroblasts to 
H2O2, gamma radiation, or UVB rays. First, the nuclear telomeric architecture was studied 
by 3D quantitative fluorescence in situ hybridization. H2O2 treatment induced a significant 
reduction of the number of telomere signals. For gamma irradiation, the nuclear volume 
was positively correlated to the number of telomere signals and negatively correlated to the 
average telomere signal intensity at each time point post treatment. UVB lead to a 
significant increase of telomeric aggregates and modification of telomere nuclear shape by 
forming telomeric disk instead of an oblate spheroid shape. Next, the study of the 
expression profile of telomere shelterin genes, following exposure of these different DNA 
damage agents, mainly showed an upregulation of POT I, TERF1 and TERFIP after H2O2 
treatment. Also, UVB and gamma rays lead to an upregulation of TERFIP and P0T1, 
respectively. In conclusion, certain DNA-damaging events differently alter telomere 
structure by acting on 3D nuclear telomeric architecture and the expression profiles of some 




In mammals, telomeres are composed of a (TTAGGG)n DNA repeat sequences and 
protein complexes, called the shelterin complex (Chong et al., 1995; de Lange, 2009; 
Moyzis et al., 1988). It is formed by six proteins which are TERF1 (telomeric repeat 
binding factor 1), TERF2 (telomeric repeat binding factor 2), POTl (protection of 
telomeres 1), TIN2 (TERF1-interacting nuclear factor 2), TERF2IP (telomeric repeat 
binding factor 2, interacting protein) or RAP1, and TPP1, product of ACD gene 
(adrenocortical dysplasia). Telomeres play a crucial role by preventing chromosome ends 
from being recognized as DNA breaks. Indeed, loss of telomere repeats or their uncapping 
can provoke the recognition of chromosome ends as DNA breaks. These trigger DNA 
repair machineries, and may subsequently lead to genome instability or cell death (d'Adda 
di Fagagna et al., 2003; de Lange, 2009). Shelterin proteins play an essential role in 
telomere protection. For instance, TERF2 and POTl abrogate the non-homologous end 
joining (NHEJ) by maintaining the t-loop structure or blocking the access of the NHEJ 
machinery to telomeres (de Lange, 2009; Hockemeyer et al., 2005). Furthermore, TERF2 
blocks the ATM (ataxia telangiectasia mutated)-dependent DNA repair pathways while 
POTl and TPP1 abrogate the ATR (ataxia telangiectasia and Rad3 related) signaling at 
human telomeres (Palm and de Lange, 2008). TERF2IP is another shelterin protein whose 
first known function is its ability to repress homologous repair (HR), independently to its 
interaction with TERF2 (Sfeir et al., 2010). 
The human genome is constantly subject to environmental and endogenous insults 
which challenge its integrity. For instance, hydrogen peroxide (H2O2), gamma rays and 
UVB rays mainly induce DNA single-strand breaks (SSB) and double-strand breaks (DSB), 
oxidative damage and UVB photoproducts. SSB are repaired by SSB repair processes 
(Caldecott, 2008) while DSB are repaired by NHEJ or HR (Lieber, 2010; Wyman and 
Kanaar, 2006). The most frequent oxidative damage is the 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-
oxoG) (Dizdaroglu et al., 2008; Klungland and Bjelland, 2007), and it is repaired by the 
base excision repair (BER) (Hegde et al., 2008). Cyclobutane pyrimidine dimers (CPD) are 
the most common DNA photoproducts induced by UVB. CPD are intra-strand DNA lesions 
which are generated by covalent bonds between two adjacent pyrimidines and the TT 
cyclobutane dimers are the most frequent lesions. CPD are repaired by the nucleotide 
excision repair (NER) pathway (Brunk, 1973; Cadet et al., 2005). 
The sequence characteristics and the repetitive nature of human telomeres make 
them a fertile ground for CPD and 8-oxoG. The presence of TT on the telomere G strand 
and the CCCT sequence on the C strand are repeated a thousand of times; therefore, 
telomere sequences can be considered as hot spots for CPD generation. Indeed, it has been 
shown that telomeres are hypersensitive to CPD and that DNA lesion is not repaired 
(Rochette and Brash, 2010). Further, despite the presence of CPD at telomeres, cells 
continue to proliferate without telomere shortening (Rochette and Brash, 2010). The repeat 
of GGG makes telomeres more sensitive for 8-oxoG following oxidative stress. In contrast 
to CPD, 8-oxoG is repaired at telomeres. However, an impaired repair machinery will lead 
to telomere length abnormalities (lengthening or shortening depending of oxidative stress), 
an alteration in telomere sister-chromatid exchanges, an increase in telomere SSB and 
DSB, and preferential telomere lagging- or G-strand losses (Wang et al., 2010). 
The nuclear organization of telomeres plays an essential role in genome stability. In 
normal human cells, telomeres do not overlap and their nuclear distribution depends on the 
cell cycle (Vermolen et al., 2005). Telomeres are organized in microterritories throughout 
the cell cycle (De Vos et al., 2009). In contrast, in cancer cells, the nuclear organization of 
telomeres is impaired and telomere aggregates (TAs) can be formed. These TAs have been 
associated with genomic instability (Louis et al., 2005; Mai, 2010). In this study, we asked 
whether acute effect of DNA damaging agents can disrupt the nuclear architecture of 
telomeres and the expression profile of shelterin genes in normal cells. To this end, we 
exposed normal human primary fibroblasts to H2O2, UVB radiation and gamma rays, and 
then studied the nuclear architecture of telomeres by using 3D imaging and quantitative 3D 
analysis of interphase nuclei. In addition to the parameters of nuclear architecture of 
telomeres, the expression profile of shelterin genes was assessed just after the exposure to 
the genotoxic agents. We found that genotoxic agents induce remodeling of nuclear 
telomeric architecture and upregulation of some shelterin genes. 
60 
Materials and methods 
Cell culture 
A cell of human normal primary skin fibroblasts from a female individual was from 
purchased from ATCC (Manassas, VA, USA). The cells at 12 passages were grown in 
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum (FBS), 
0.2U/mL penicillin G and lOOfig/mL streptomycin, all from Wisent Bioproducts (St. 
Bruno, QC, Canada). 
Cell treatments 
The cells were at 80% of confluence before the three treatments were separately 
carried out in different experiment settings. For UVB treatment, fibroblasts were exposed 
to a dose of 400 J/m2 UVB emitted by two FS20T12/UVB/BP fluorescent tubes (Philips). 
Wavelengths below 290 nm at a flux of 2.6 J/m2/s were filtered by a clear 0.015-inch 
Kodacel TA-407 (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA). The dose was measured using a 
UVX Digital Radiometer (UVP Inc., Upland, CA, USA). Cells were irradiated in Hank's 
Buffered Salt Solution (HBSS) without phenol red. For H2O2 treatment, culture medium 
was removed; cells were washed with HBSS and incubated at 37°C for 30 min in culture 
medium without phenol red in presence of 5 mM of H2O2. The 20 Gy gamma-ray treatment 
was done by using a cobalt-60 y-cell. Thereafter each treatment, the treatment medium was 
removed, cells were washed by HBSS, and fresh culture medium was added to cells, kept at 
37°C. Subsequently, cells were harvested 5 minutes, 30 minutes; 1 hour; 3 hours; 6 hours; 
12 hours, and 24 hours after each treatment. Untreated cells were used as controls for each 
treatment. 
Harvesting for 3D FISH 
After each treatment, cells were harvested as described previously (Guffei et al., 
2007). Briefly, cells were treated with 5 mL of 0.075 M KC1 for 10 minutes at room 
temperature (RT). Next, they were prefixed with 1 mL of freshly prepared Carnoy 1 
(methanol:acetic acid, 3:1, v/v). Thereafter, pellets were fixed twice with 5 mL of fixative 
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for 10 minutes. Finally, 10 fxL of fixed cells were gently placed on slides at RT and 
telomere FISH for 3D was immediately carried out. 
Telomere FISH for 3D 
The procedure was carried out as described previously (Gadji et al., 2010; Louis et 
al., 2005). Briefly, slides were incubated in 3.7% formaldehyde/IX PBS (pH 7.4) for 20 
minutes and washed three times in lx PBS. Then, slides were treated with 0.5% Triton X-
100 in lx PBS for 10 minutes followed by an incubation in 20% glycerol for 1 hour. 
Thereafter, slides were immersed in liquid nitrogen four times (Solovei et al., 2002) and 
washed twice in lx PBS for 5 minutes each followed by a 5-minute incubation in 0.1N 
HC1. After washing twice in lx PBS for 5 minutes each, slides were fixed with 3.7% 
formamide/2x SSC pH 7.0 for 1 hour. Next, 8 jxL of Cy3-labeled telomeric probe (DAKO, 
Glostrup, Denmark) was applied on each slide. The slides were incubated at 80°C for 3 
minutes followed by hybridization at 30°C for 2 hours using a Hybrite (Vysis; Abbott 
Diagnostics, Des Plains, IL). A post-hybridization wash was done with 70% formamide in 
10 mM Tris pH 7.4 at RT for 15 minutes, followed by two washes in O.lx SSC at 55°C for 
5 minutes each, and two washes in 2x SSC/0.05% Tween 20 twice for 5 minutes each at 
RT. Cells were counterstained with 1 jig/mL 4',6-diamino-2-phenylindole (DAPI). The 
slides were then air-dried and cover slipped with Vestashield (Vector Laboratories, 
Burlington, Ontario, Canada) for analysis. 
3D image acquisition and analysis 
Following telomere FISH for 3D, slides were examined under an Axiolmager Z1 
microscope (Carl Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada) and an AxioCam HRm charge-
coupled device (Carl Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada). A lOOx oil objective lens (Carl 
Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada) was used for the acquisition of 30 nuclei per sample. 
For every fluorochrome, the 3D image consists of a stack of 80 images with a sampling 
distance of 200 nm along the z and 107 run in the xy direction. The constrained iterative 
algorithm option was used for deconvolution (Schaefer et al., 2001). Nuclear architecture of 
telomere was analyzed with TeloView™ (Vermolen et al., 2005). 
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mRNAs quantitative reverse transcription-PCR 
After each treatment, total RNA was extracted using Trizol, as described by the 
manufacturer (Invitrogen, Ontario, Canada). Reverse transcription of 1 jj.g RNA was done 
in triplicate using the TaqMan® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems, 
Ontario, Canada). The triplicates were then pooled and quantitative real-time-PCR of 1.25 
ng/|iL cDNA were performed in triplicate with the Rotor-Gene 3000 (Corbett Life 
Science). The SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Ontario, Canada) was used 
and the following temperatures: 95 °C for 10 min at the first cycle, then for the other cycles 
95°C for 40 s, 56°C for 40 s, and 72°C for 40 s; 40 cycles were used for the PCR 
amplification. Quantitative reverse transcription-PCR primers are described in table 1. We 
used the AACt method to determine mRNA induction ratios. 
Statistical analysis 
Results from telomere 3D experiments were analyzed with Mann-Whitney U or the 
Kolmogorov-Smimov test to determine significant differences between various findings 
among the data sets. A p value of less than 0.05 was considered statistically significant. 
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Table 1 Primers of relevant genes, their sequences and concentration used in Q-PCR 
to quantify mRNA. 
Primers Sequences Concentration 
ATM-Forward 5'- CAG CAG CTG TTA CCT GTT TG -3' 300 nM 
ATM-Reverse 5'- TAG ATA GGC CAG CAT TGG AT -3' 500 nM 
ATR-Forward 5'- TGT CTG TAC TCT TCA CGG CAT GTT -3' 500 nM 
ATR-Reverse 5'- AAG AGG TCC ACA TGT CCG TCT T -3* 500 nM 
DYSKERIN-Forward 5'- CTG CTA TGG GGC CAA GAT TA -3' 500 nM 
DYSKERIN-Reverse 5'- CCA TGG TCG CAG GTA GAG AT -3' 500 nM 
GAPDH-Forward 5'- AAG GTC GGA GTC AAC GGA T -3' 1,78 ng/ul 
GAPDH-Reverse 5'- GGA AGA TGG TGA TGG GAT TTC -3' 0,894 ng/ul 
h-RAP-Forward 5'- CGG GGA ACC ACA GAA TAA GA -3' 500 nM 
h-RAP-Reverse 5'- CTC AGG TGT GGG TGG ATC AT -3' 500 nM 
h-TERT-Forward 5'- TGT TTC TGG ATT TGC AGG TG -3' 500 nM 
h-TERT-Reverse 5'- GTT CTT GGC TTT CAG GAT GG -3' 500 nM 
K167-Forward i 5'- ATG CAG ACC CAG TGG ACA CC -3' 300 nM 
K167-Reverse 5'- TGC TGC CGG TTA AGT TCT CT -3' 500 nM 
Ku80-Forward 5'- CCC CCAA TTC AGC AGC ATA TT -3' 500 nM 
Ku80-Reverse 5'- CCT TCA GCC AGA CTG GAG AC -3' 300 nM 
MRE11 -Forward 5'- GCC TTC CCG AAA TGT CAC TA -3' 300 nM 
MRE11-Reverse 5'- TTC AAA ATC AAC CCC TTT CG -3' 300 nM 
P21-Forward 5'- GGC AGA CCA GCA TGA CAG ATT -3' 0,894 ng/ul 
P21-Reverse 5'- GGC GGC CAG GGT ATG TA -3' 1,78 ng/ul 
POT-Forward 5'- TGG GTA TTG TAC CCC TCC AA -3" 500 nM 
POT-Re verse 5'- GAT GAA GCA TTC CAA CCA CGG -3' 500 nM 
TERC-Forward 5'- GTG GTG GCC ATT TTT TGT CTA AC -3' 500 nM 
TERC-Reverse 5'- TGC TCT AGA ATG AAC GGT CCA A -3' 500 nM 
TERF1-Forward 5*- GCT GTT TGT ATG GAA AAT GGC -3' 500 nM 
TERF1-Reverse 5'- CCG CTG CCT TCA TTA GAA AG -3' 500 nM 
TERF2-Forward 5'- GAC CTT CCA GCA GAA GAT GCT -3' 300 nM 
TERF2-Reverse 5'- GTT GGA GGA TTC CGT AGC TG -3' 300 nM 
TIN2-Forward 5'- GGA GTT TCT GCG ATC TCT GC -3' 150 nM 
TIN2-Reverse 5'- GAT CCC GCA CTA TAG GTC CA -3' 300 nM 
TP53BPl-Foward 5'- TGA CAG CAC AGC CCA GTA AG -3' 150 nM 
TP53BP1-Reverse 5*- CCT CAG GCT CTG GTG ACT TC -3' 500 nM 
TPPl-Forward 5'- CCC GGA GAG TTC TAT CTC CA -3' 300 nM 
TPPl-Reverse 5'- GGA CAG TGA TAG GCC TGC AT -3* 500 nM 
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Results 
We studied the nuclear architecture of telomeres in normal fibroblasts over a 24-
hour period after exposing them to hydrogen peroxide (H2O2), UVB radiation (Fig. 1), or 
gamma rays. We determined specific features of three-dimensional telomeric signatures, 
such' as the number of telomere signals/nucleus, the telomere length, the number of TAs, 
the nuclear distribution of telomeres, and telomere distance from the nuclear center. For 
each treatment, we used untreated cells as negative controls. 
Telomere numbers, signal intensities and aggregates 
' First, we assessed the number of telomere signals per nucleus (Fig. 2A). We found 
that the treated cells with H202, showed a lower number of telomere signals than untreated 
cells for the 24-hour period post-treatment. In most time points, gamma irradiated cells also 
displayed lower number of telomere signals than the control and tended to reach the level 
of untreated cells at 24 hours. UVB-exposed cells showed a number of telomere signals 
oscillating around the level of untreated cells for 12 hours and significantly increased at 24 
hours (Fig. 2A), Next, we found that the average telomere intensity per signal reflecting the 
telomere length was negatively correlated to the number of telomeres for gamma- and 
UVB-irradiated cells whereas they were positively correlated for I^CVtreated cells (Fig. 
2A and 2B). 
' Next we assessed the number of TAs. They are telomere clusters which cannot be 
further resolved into individual telomere signals at an optical resolution of 200 nm (Chuang 
et al., 2004; Vermolen et al., 2005). Thus, TAs are either telomere fusions or telomeres in 
close vicinity. Few TAs (4.3 ± 0.9) are present in normal cells (Chuang et al., 2004; Klewes 
et al., 2011). We looked at the presence of TAs over a course of 24 hours after treating cells 
with, the DNA damaging agents. We observed an increase in the number of TAs from the 
level of untreated cells after UVB irradiation, and this increase became significant at 24 
hours (p = 0.004) (Fig. 2C). In contrary, we noticed a decrease in TA formation over a 
period of 24 hours after gamma irradiation or H2O2 treatment (Fig. 2C). 
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Figure 1. Representative 2D and 3D images of UVB treated Cells. 
Three-dimensional images of nuclei (a) and their telomeres (b) imaged and visualized with 
AxioVision 4.6. After cell exposure to UVB, nuclear organization of telomeres was 
assessed at 5 minutes (A) and 24 hours (B). Cells at 5 minutes present lower number of 




















Figure 2. Graphics of the number of telomere signals, average signal intensity and 
telomere aggregates. 
Cells were exposed to gamma rays, H2O2, or UVB radiation. Number of telomere signals 
(A), average signal intensity (B), and telomere aggregates (C) were assessed over 24 hours 
and at each time point (5 minutes, 30 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 12 hours, and 24 
hours) thirty individual cells were analyzed for each treatment. Median values from the 
controls (untreated cells) were used as points of comparison with each time point. 
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Nuclear distribution of telomeres 
• The next parameter studied was the nuclear space occupied by telomeres, 
determined by the a/c ratio (Vermolen et al., 2005). The telomere nuclear space is 
measured by two main axes, a and b, that are equal in length, and a third axis, c, that has a 
different length (Fig 3A). A low a/c ratio is indicative of the distribution of telomeres 
throughout the entire nuclear space, which is roughly spherical. A high a/c ratio is largely 
due to the organization of the telomeres in a disk-like volume (Chuang et al., 2004; 
Vermolen et al., 2005). We measured the a/c ratio after the genotoxic treatments. For H2O2-
treated and gamma-irradiated cells, we observed a small variation of the a/c ratio at 
different time points compared to the untreated cells (Fig. 3B and 3D), whereas for UVB-
irradiated cells, the a/c ratio was higher at all time points than that of untreated cells (Fig. 
3C and 3D). In summary, the form of nuclear space occupied by telomeres seemed roughly 





Figure 3. Representation of the a/c ratio. 
(A). The telomeric territory is characterized as an oblate spheroid, where two of the main 
axes, a and b, are of equal length and the third main axis, c, is shorter (Vermolen et al., 
2005). (B) and (C) represent screenshots of the interface of TeloView. Each screen shows 
three displays with intensity projections along the three main axes. It also shows crosses at 
the DAPI images (blue) where the software identified telomeres. In (B), the measured the 
a/c ratio was 4 (low a/c ratio) and telomeres were distributed throughout the nucleus. In 
(C), the a/c ratio was 44 (high a/c ratio) and the telomeres formed a disk. (D) Graphic 
representation of the a/c ratios over 24 hours after cells were exposed to gamma rays, H2O2 
and UVB radiation. At each time point (5 minutes, 30 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 12 
hours, and 24 hours) thirty individual cells were analyzed for each treatment. Median 
values from the controls (untreated cells) were used as points of comparison with each time 
point. 
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Telomere distances from the nuclear center 
Lastly, we measured the distance between telomeres and nuclear center. We found 
that the median distance between the telomeres and the nuclear center change (increase or 
decrease) over a period of 24 hours when cells were treated with H2O2 (Fig. 4A). In 
contrast, we mainly observed an increase of telomere distance from the nuclear center when 
the cells were exposed to UVB or gamma rays (Fig. 4B and 4C). These changes of 
telomere distances from the nuclear center were in part due to the increase or decrease of 
the nuclear volume after different treatments. Indeed, the different genotoxic treatments 
were followed by modification of the nuclear volume that was positively correlated with 
the median distance of telomeres (Fig. 4). Thus, telomeres tend to occupy the nuclear 
volume that was at their disposal. To compare telomere distances from the nuclear center 
between different cells, we used the relative distance from the nuclear center. It was defined 
as the ratio of a telomere distance from the nuclear center to the nuclear volume of a given 
cell. We found that depending on time period, telomeres were either more peripherally or 
centrally located from the nuclear center after gamma radiation or H2O2 treatment, and 
tended to present the same relative distance at 24 hours as before any exposure. On the 
other hand, telomeres of UVB-irradiated cells showed more central location over a 24 hour 
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Figure 4. Correlation between telomere distances from nuclear center and nuclear 
volumes. 
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After exposing cells to H202 (A), UVB radiation (B), and gamma rays (C), telomere 
distances from the nuclear center and the nuclear volumes were measured at different time 
periods (5 minutes, 30 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 12 hours, and 24 hours). The 
values of median ratio from the controls (untreated cells) were used as points of 
comparison with each time point and for each treatment. Thirty individual cells were 
analyzed for each treatment. The continuous line represents the nuclear volume while the 
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Figure 5. Relative distances of telomeres from nuclear center. 
After exposing cells to gamma rays, H2O2, or UVB radiation, telomere distances from the 
nuclear center at and the nuclear volumes were measured at different time points (5 
minutes, 30 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 12 hours, and 24 hours). Then, the relative 
distance of telomeres was assessed by making the ratio of median of telomere distance to 
the corresponding median of nuclear volume. The values of median ratio from the controls 
(untreated cells) were used as a point of comparison with each time point and for each 
treatment. Thirty individual cells were analyzed for each treatment. 
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Gene expression profiles 
After describing the impact of DNA damaging agents on nuclear organization of 
telomeres, we studied their effects on the expression of telomere shelterin, telomerase and 
DN^ damage response genes. First, we assessed the expression profile of shelterin genes 
(Fig. 6A). We observed a tenfold increase in TERF1 expression over the 24- hour -period 
after H2O2 treatment whereas following gamma and UVB exposures, no significant 
changes were observed. Also, we noticed a slight increase of TERF2, 6 hours after 
treatment with H2O2 whereas UVB-irradiated cells showed a TERF2 down regulation 
during the first 6 hours and a slight induction at 24 hours. The POT I expression after 
gamma irradiation and H2O2 treatment increases by ten folds whereas following UVB 
exposure, no significant changes were observed. We found an upregulation of TERF2IP 
after H2O2 treatment and UVB irradiation. Also, we noticed slight non- significant variation 
in TPP1 and TIN2 expression over a period of 24 hours after the three treatments. Next, we 
investigated whether DNA damaging agents can affect the expression of some telomerase 
gene's over a course of 24 hours (Fig. 6B). We found an upregulation of TERC after H2O2 
treatment and UVB irradiation and non significant changes in the expression level of TERT 
after all three treatments. Furthermore, we observed an upregulation of DKC1 after gamma 
irradiation and H2O2 treatment over 12-hour periods. Finally, the study of the expression 
profiles of DNA damage-response genes showed an upregulation of ATM, ATR, MER11, 
KU&O after H2O2 treatment and an upregulation of CDKN1A and TP53BP1 after treatment 
by the three agents (Fig. 6C). 
75 
terfi terf2 P0T1 
.1 • —~— 
l ) 10 il to 
25 3 
fQJD 
1 ' 20 24 ? U* \ 
Twne(h) 
terf21p 
a I i •——11 1 
• » » ii 2i « 
Time (h) 
Tim 












U 9>"1' -»W«w. 
I 











: <4)0 ; 
i r 1 0.10 | 










10 15 » 
Timefli) 
% O.I« 
TîmeOt} T*roe 0») 
Figure 6. Gene expression profiles of shelterin, telomerase and DNA damage response 
genes. 
Mean of relative mRNA induction of three experiments. Cells were treated with gamma 
rays, H2O2, UVB radiation. After each genotoxic treatment, mRNA was measured for 
different genes at 5 minutes, 30 minutes, 1 hour, 3 hours, 6 hours, 12 hours, and 24 hours. 
For each gene, mRNA level at different times was normalized by that of untreated cells. 
(A) Shelterin genes. (B) Telomerase component genes. (C) DNA-damage response genes. 
The Y scale is at logarithm base 10 and error bars represent the standard deviation. 
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Discussion 
. In this report, we described the effects of hydrogen peroxide (H2O2), UVB and 
gamma rays on nuclear telomeric architecture and the expression profiles of shelterin genes 
in primary fibroblasts. We found that these genotoxic insults induced remodeling of nuclear 
telomeric architecture as well as deregulation of shelterin gene expression in normal 
fibroblasts. Furthermore, the changes in nuclear architecture of telomeres were the most 
striking after UVB irradiation while deregulation of shelterin genes was the most 
pronounced following H2O2 treatment. 
Remodeling of nuclear telomeric architecture caused by genotoxic agents 
The remodeling of nuclear telomeric architecture by UVB irradiation was mostly 
characterized by an increase number of telomere signals and TAs, and a change in disk-like 
shape of the nuclear volume occupied by telomeres. The increase of TAs occurring at 24 
hours after UVB irradiation (Fig 2C) can be explained by two possibilities. Firstly, the 
UVB exposure induced higher amount of CPD at telomeres than other part of the genome 
and can change the DNA structure of telomeres (Rochette and Brash, 2010). This 
modification of telomere DNA-structure might reduce the affinity of shelterin proteins for 
telomere DNA and lead to unprotected telomeres. It was demonstrated that the presence of 
unrepaired 8-oxoG at telomeres reduces the binding capacity of TRF1 and TRF2 (Opresko 
et al., 2005). The same can happen in presence of CPD since this type of DNA damage is 
not repaired at telomeres (Rochette and Brash, 2010). The resulting unprotected telomeres 
might have a tendency to fuse (van Steensel et al., 1998) and probably form TAs (Mai, 
201Q). Secondly, the change in shape of the space occupied by telomeres can also explain 
the appearance of TAs following UVB treatment. The formation of these TAs could be due 
to a close location of telomeres that cannot be further resolved at the resolution of 200 nm. 
In fact, we observed that the nuclear space occupied by the telomeres after UVB irradiation 
changed from an oblate spheroid to a disk-like shape (Fig. 3C and 3D). This change might 
bring telomeres into close vicinity and form TAs. The advent of the new 3D-structural 
illumination microscopy (3D-SIM), which has a ten times better resolution (Gustafsson, 
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2000; Mai, 2010; Schermelleh et al., 2008) than current microscopes used to assess TAs, 
can be a huge asset to further resolve these telomere clusters. 
Contrary to UVB irradiation, the absence of TAs following H2O2 treatment or 
gamma exposure can be explained by the ability of cells to repair the 8-oxoG, formed at 
telomeres. Following H2O2 treatment, it has been shown that 8-oxoG can be repaired at 
telomeres if BER pathway is intact (Wang et al., 2010) and we showed that 8-oxoG due to 
gamma ray at telomeres can also be repaired in normal fibroblasts (unpublished data). 
Thus, the repair of DNA damage at telomeres after H2O2 treatment and gamma irradiation 
might not affect the binding of shelterin proteins to telomeres and the telomere protection; 
consequently, TAs might not form at high number. In summary, CPD formation at 
telomeres might lead to decrease affinity of telomeres binding proteins and an increase in 
TA formation. 
These data bring new confirmation about the remodeling of nuclear architecture of 
telomeres due to disruption of cellular function. This is the first study to show that nuclear 
architecture may be altered by exogenous genotoxic agents and that this alteration occurs in 
a relatively short period of time after their exposure. Previous studies, reporting the 
alteration of nuclear organization of telomeres, have been more focused on the endogenous 
stress resulting from cellular dysfunctions. For instance, remodeling of nuclear organization 
of telomeres has been observed in senescent cells (Raz et al., 2008), in non-tumoral 
pathologies such as preeclampsia (Sukenik-Halevy et al., 2009) or hepatitis C (Amiel et al., 
2009) and in all neoplasias investigated thus far (for reviews see (Klonisch et al., 2010; 
Mai,' 2010)). One of the features of nuclear remodeling, formation of TAs, has been 
associated to DNA damage foci at telomeres (Raz et al., 2008) and to chromosomal 
abnormalities (Mai, 2010) in senescent and cancer cells, respectively. Our findings bring 
new insights about other causes, genotoxic agents, inducing alteration of nuclear 
organization of telomeres, which might challenge the genome stability and integrity. It 
would be interesting to study the long-term impact of genotoxic substances at low dose on 
the nuclear architecture of telomeres to further understand their effects on genome stability 
and cancer initiation. 
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Effects of genotoxic agents on expression of shelterin gene 
Also, we have shown that DNA damaging agents can induce a change in expression 
profiles of shelterin genes. We observed an overexpression of TERF1, POTl, and TERF2IP 
after different stresses and this overexpression was stress dependent. While H2O2 induced 
an overexpression of these three genes, UVB and gamma irradiations lead to an 
upregulation of TERF2IP and POTl, respectively. Moreover, the timing of these gene 
expressions was different from various treatments. For instance, for H2O2 and gamma, gene 
expression just changed at the first minutes after exposure whereas for UVB, the change 
occurred at 12 hours. The early and the upregulation of some shelterin genes might have at 
last two explanations. 
First, the overexpression of the shelterin genes might prevent the functioning of 
DNA repair at telomeres, which can be detrimental to cell fate. The primary function of 
shelterin proteins is to protect telomeres against illegitimate DNA repairs which can be 
provoked by telomere structure. In fact, TRFl, TRF2, POTl, and TERF2IP repress at 
telomeres the homology-directed repair (HDR), NHEJ, the ATM, and the ATR pathways 
(de Lange, 2009; Sfeir et al., 2010). The repression of these DNA repair telomeres avoids 
cell cycle arrest (under the command of ATM and/or ATR), chromosome end-to-end 
fusions (a product of NHEJ), or sequence exchanges (mediated by HDR) (de Lange, 2009). 
For instance, after H2O2 treatment, we observed an upregulation of Ku80, ATM, ATR, and 
Mer 11 (Fig. 6C); and these genes are among the core genes involved in the repair pathways 
mentioned above. Thus, the early upregulation of TRFl, POTl, and TERF2IP (Fig. 6A) 
might block the action of genes such as Ku80, ATM, ATR, and Mer 11 involved in different 
DNA repair pathways repressed at telomeres. 
Second, the early upregulation of some shelterin genes after DNA damaging 
treatments might also indicate their involvement in repairing DNA damage or in other 
pathways. It has been reported that shelterin genes have other functions than protecting 
telomeres (Martinez and Blasco, 2011). For instance, TERF1 has been shown to be 
involved in NER pathway (Martinez and Blasco, 2011; Munoz et al., 2009) and it is not 
impossible that this gene takes part in other DNA repair mechanisms such as BER. 
Moreover, TERF2IP was shown to have transcriptional activities (Martinez and Blasco, 
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2011) and to be an essential modulator of the nuclear factor-icB (NF-icB)-mediated pathway 
(Teo et al., 2010). The early upregulation of some shelterin genes might indicate their 
implication in DNA damage-response as well as other cellular function in order to maintain 
cell homeostasis. More studies will be needed to confirm and further understand the roles 
of shelterin genes in DNA damage response. 
The upregulation of shelterin genes after exposure to DNA damaging agents may 
affect the homeostasis of the telomere structure and length in long term. For instance, 
TERF1, POT1 and TERF2IP have been shown to negatively regulate telomere length. An 
overexpression of TERF1, POT1, or TERF2IP can lead to telomere shortening (O'Connor 
et al'., 2004; Smogorzewska et al., 2000; Wang et al., 2007). The upregulation of these 
genes following the H2O2 treatment might be one of the causes of telomere shortening, 
observed after long exposure to this agent (Wang et al., 2010). Other dysfunction such as 
DNA SSB (von Zglinicki et al., 2003) and impairment of telomere replication and telomere 
recombination (Wang et al., 2010) have already been shown to be involved in telomere 
shortening in case of oxidative damage. The upregulation of shelterin genes if proven as a 
factor in telomere shortening due to oxidative damage would bring new insights into 
telomere shortening mechanism caused by oxidative damage. It would be interesting to 
study the expression profiles of telomere genes under chronic exposure of genotoxic agents 
inducing oxidative damage. 
In conclusion, certain DNA-damaging events differently alter telomere structure by 
remodeling nuclear telomere architecture and modifying the expression profiles of telomere 
shelterin genes. The alteration of nuclear telomeric architecture, observed in this study, 
might impair chromosome-end protection and chromosome positioning, lead to genomic 
instability, and initiate neoplasic process. Also our results suggest that shelterin genes, 
besides protecting telomeres, might assure genome integrity by being the first sensors of 
DNA damage response due to genotoxic insults. Thus, telomeres react at different levels to 
genotoxic agents in order to ensure cellular homeostasis, and a failure to do so might 
disrupt cell physiology or be detrimental to its fate. 
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Résumé 
La leucémie myéloïde chronique (LMC) est une hématopathie maligne caractérisée 
par la prolifération des cellules myéloïdes et la translocation des chromosomes 9 et 22 [t(9; 
22) (q34.1; ql 1.2)]. Les cellules de la LMC en phase chronique (PC) présentent un 
raccourcissement moins prononcé des télomères, un maintien de la longueur des télomères 
sur certains bras chromosomiques et un caryotype stable. Nous avons étudié si une 
altération de l'organisation nucléaire des télomères, qui peut être associée à une instabilité 
génomique, pourrait se produire dans les cellules de la LMC en PC. Nous avons utilisé 
l'hybridation in situ par fluorescence quantitative en trois dimensions pour étudier 
l'architecture nucléaire des télomères des cellules de la LMC à la PC. Nous avons trouvé, 
selon les échantillons, que les cellules peuvent présenter un nombre élevé des télomères, 
une modification de la distribution des télomères dans le noyau, une localisation nucléaire 
centrale ou périphérique des télomères. Aussi, nous avons montré que les cellules de LMC 
à la PC peuvent être catégorisées en deux groupes selon le nombre de leurs agrégats 
télomériques (AT). Nous proposons que la présence d'un nombre élevé d'AT dans certains 
échantillons pourrait être le début d'une instabilité génomique ou la transition de la PC à 
une autre phase clinique. Aussi, nos données confirment la survenue du remodelage de 
l'architecture nucléaire à un stade clinique précoce du cancer. 
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Abstract 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a haematological cancer characterized by the 
proliferation of myeloid cells and the chromosomes 9 and 22 translocation 
[t(9;22)(q34.1;qll.2)]. CML cells present longer telomeres at the chronic phase (CP) than 
the other clinical phases; individual telomeres display arm-specific maintenance at the CP; 
and chromosomes at the CP are stable. We asked whether an alteration of nuclear 
organization of telomeres, which is associated with genomic instability, occurs in CML 
cells at the CP. We used three-dimensional fluorescent in situ hybridization of telomeres 
and a three-dimensional quantification method to study the nuclear telomeric architecture 
of CML cells at the CP. We found that cells can exhibit high telomere numbers, different 
telomere distributions, and alterations in peripheral or central nuclear location of telomeres. 
Also, we showed CML cells can be categorized in two groups according to the number of 
their telomere aggregates (TAs). We proposed that the presence of high TAs in some 
samples might be an indication for a genomic instability or a clinical transitional phase. 
Also, an alteration of nuclear organization of telomeres at the CP confirms that nuclear 
remodeling of telomeres can occur at an early clinical stage of a cancer. 
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Introduction 
The ends of human chromosomes are termed telomeres, a nucleoprotein complex. 
They are mainly formed by the entanglement of the telomeric DNA and six telomere-
specific proteins, named shelterin, which assure telomere protection. The telomeric DNA is 
a tandem repeat TTAGGG sequence measuring 5 to 15 kb. Because of the incomplete 
synthesis of the G-rich strand and the enzymatic processing of the C-rich strand in normal 
cells; telomere sequences are lost in each round of cell replication (Lingner et al. 1995; 
Sfeir et al. 2005). This loss is prevented in stem and genu line cells by the telomerase 
which adds telomeric repeats on the G-rich strand (Greider and Blackburn 1985). 
Telomeres play a crucial role in genome stability and integrity. Telomere 
dysfunction is one of the hallmarks of cancer cells and is mainly characterized by telomere 
shortening and telomerase activation (Artandi and DePinho 2010). In addition to these 
types of telomeric dysfunctions, nuclear organization of telomeres has been shown to be 
remodeled during tumorigenesis (Chuang et al. 2004; Mai and Garini 2006). In normal 
cells, télomères are organized in a non-overlapping fashion. In cancer cells, however, the 
three dimensional (3D) organization of telomeres is altered and has been associated with 
genomic instability (Louis et al. 2005; Mai 2010). 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative tumor characterized by 
the presence of the Philadelphia chromosome (Ph) resulting from the chromosomes 9 and 
22 reciprocal translocation [t(9:22) (q34.1;ql 1.2)] (Rowley 1973). This translocation leads 
to the fusion of the oncogene c-abl-1, non-receptor tyrosine kinase (ABL1) gene on 
chromosome 9 with the "break point cluster" region (BCR) on chromosome 22 (Quintas-
Cardama and Cortes 2009). In most patients, the fusion gene BCR-ABL1, produces a 210-
kDa protein. This protein has a constitutively high tyrosine kinase activity and is also the 
molecular initiator of CML (Quintas-Cardama and Cortes 2009). If no appropriate 
treatment is administered, CML progresses irreversibly from the chronic phase (CP) to the 
accelerate phase (AP) and the blastic phase (BP). These latter phases are characterized by 
the appearance of secondary chromosomal abnormalities (Mitelman 1993). 
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As in most cancers, telomeres play a critical role in CML progression. Then-
shortening was mentioned in each of the three phases of CML and is accentuated as the 
disease progresses (Boultwood et al 1999). We recently showed that some specific 
individual telomeres were maintained or lengthened at CP although the average lengths of 
telomeres were shortened (Samassekou et al. 2009). Some of these individual telomere 
lengths are preferentially maintained and do not change their length profile during 
tumorigenesis (Samassekou et al. 2011). Taking into consideration the slight shortening of 
telomeres and the relatively stable genome (the Philadelphia chromosome is usually the 
only chromosomal abnormality) at the CP, we examined whether the 3D nuclear 
organization of telomere is remodeled at the CP. We studied samples from 12 CML 
patients at the CP and we found that the nuclear architecture of telomeres was altered and 
was characterized by the formation of TAs and changes in telomere positioning and 
distribution. 
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Material and methods 
Cell Cultures and harvesting 
Specimens of cryopreserved blood and bone marrow from CML patients at the 
diagnosis and the CP (Table 1) were obtained from the Quebec Leukemia Cell Bank 
(Centre de recherche, Hôpital Maisonneuve-Rosemont, Montreal, Quebec, Canada). Five to 
ten million cells of each sample were cultured for 48 hours in 5 mL of Marrow Max 
medium (Invitrogen, Ontario, Canada) containing 20% fetal bovine serum. Blood from a 
normal subject was used as a control. The cells from the control were directly harvested 
without being in culture. The harvesting of CML and normal cells was carried as described 
previously (Guffei et al. 2007). Briefly, cells were treated with 5 mL of 0.075 M KC1 for 10 
minutes at room temperature (RT). Next, they were prefixed with 1 mL of freshly prepared 
fixative (methanol:acetic acid, 3:1, v/v). Thereafter, pellets were fixed twice with 5 mL of 
fixative for 10 min. Finally, 10 pL of fixed cells were gently placed on slides at RT and 
telomere FISH for 3D was immediately carried out. 
Telomere FISH for 3D 
The procedure was carried out as described previously (Gadji et al. 2010; Louis et 
al. 2005). Briefly, slides were incubated in 3.7% formaldehyde/IX PBS (pH 7.4) for 20 
minutes and washed three times in lx PBS. Then, slides were treated with 0.5% Triton X-
100 in lx PBS for 10 minutes followed by an incubation in 20% glycerol for 1 hour. 
Thereafter, slides were immersed in liquid nitrogen four times (Solovei et al. 2002) and 
washed twice in lx PBS for 5 minutes each followed by a 5-minute incubation in 0.1N 
HC1. After washing twice in lx PBS for 5 minutes each, slides were fixed with 3.7% 
formamide/2x SSC pH 7.0 for 1 hour. Next, 8 jxL of Cy3-labeled telomeric probe (DAKO, 
Glostrup, Denmark) was applied on each slide. The slides were incubated at 80°C for 3 
minutes followed by hybridization at 30°C for 2 hours using a Hybrite (Vysis; Abbott 
Diagnostics, Des Plains, IL). Two post-hybridization washes were done with 70% 
formamide in 10 mM Tris pH 7.4 at RT for 15 minutes each, followed by two washes in 
O.lx.SSC at 55°C for 5 minutes each, and two washes in 2x SSC/0.05% Tween 20 twice for 
5 minutes each at RT. Cells were counterstained with 1 ng/mL 4',6-diamino-2-phenylindole 
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(DAPI). The slides were then air-dried and cover slipped with Vestashield (Vector 
Laboratories, Burlington, Ontario, Canada) for analysis. 
3D image acquisition and analysis 
Following telomere FISH for 3D, slides were examined under an Axiolmager Z1 
microscope (Carl Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada) and an AxioCam HRm charge-
coupled device (Carl Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada). A lOOx oil objective lens (Carl 
Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada) was used for the acquisition of 30 nuclei per sample. 
For the normal control, images of mononuclear nuclei were captured and for CML cells, 
nucleus images were captured randomly. For every fluorochrome, the 3D image consists of 
a stack of 80 images with a sampling distance of 200 nm along the z and 107 nm in the xy 
direction. The constrained iterative algorithm option was used for deconvolution (Schaefer 
et al. 2001). Nuclear architecture of telomere was analysed with TeloView™ (Vermolen et 
al. 2005). 
Statistical analysis 
Experimental results were analyzed with Mann-Whitney U or the Kolmogorov-
Smirnov test to determine significant differences between various findings among the data 
sets. A p value of less than 0.05 was considered statistically significant. 
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Table 1. Clinical Data of CML Cases. 
Information at time of sampling 
Samples Age Sex Tissues Blast Karyotype phases 
1 26 F BM 2 % / B M  46,XX,t(9;22)(q34;q 11.2)[21] CP 
2 45 M Blood 3%/Blood 46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20] CP 
3 45 M BM 1 % / BM 
46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[19]/46,idem(? 
der(7)del(7)(ql 1.2q21 )del(7)(q36)[2] 
CP 
4 35 F BM 5 % / BM 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[29] CP 
5 38 F BM 3 % / B M  46,XX,t(9;22)(q34;q 11,2)[21 ] CP 
6 68 F BM 3%/BM 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20] CP 
7 33 F BM 4 % / B M  46,XX,t(9;22; 13)(q34;ql 1,2;pl 3)[20] CP 
8 Na Na Na Na Na CP 
9 ' Na Na Na Na Na CP 
10 39 F BM 5 % / BM 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1)[22] CP 
11 53 M BM 2 % / B M  46,XY,t(9;22)(q34.1 ;ql 1,2)[20] CP 
• 12 Na Na Na Na Na CP 
Samplings were done at diagnosis and before the initiation of treatment. The translocation 
t(9;22) was the most frequent cytogenetic abnormality. All of the patients were at the CP. 
BM: bone marrow; CP: chronic phase; Na: not applied. 
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Results 
We studied the nuclear architecture of telomeres of CML cells at the CP and before 
any treatment by using 3D quantitative FISH (Fig 1). First, we evaluated the number of 
telomere signals in interphase nuclei. In general, interphase nuclei display less telomere 
signals than expected due to their organization in microterritories and/or aggregates (De 
Vos 'et al. 2009; Mai and Garini 2006). We found that the median number of telomere 
signals in each CML sample was higher than that of the normal control (p<0.05) (Fig 2). It 
is worth noting that the median number of telomere signals per nucleus in the normal 
sample was 33.5. Also, the increase number of telomere signals in CML samples is not due 
to polyploidy because CML cells almost presented the same number of chromosomes as the 
normal control (Table 1). The assessment of the average intensity of telomere signals 
showed that in 5 CML samples, it was significantly lower than that of the normal control. 
Only one CML sample presented higher average signal intensity than the one of the normal 
sample (Fig 2). 
Next, we determined the nuclear distribution of telomeres which is reflected by the 
measure of the a/c ratio. The nuclear space occupied by telomeres is measured by two main 
axes, a and b, that are equal in length, and a third axis, c, has a different length (Vermolen 
et al. 2005). A low a/c ratio represents an oblate spheroid shape while a high a/c ratio 
corresponds to a disk-like shape (Fig 3A) (Chuang et al. 2004; Vermolen et al. 2005). We 
found that the nuclear volume occupied by telomeres in CML samples can be either an 
oblate spheroid (Fig 3B) or a disk-like shape (Fig 3 D) while in the normal control, 
telomeres formed an oblate shape within nuclei (Fig 3D). 
96 
Figure 1. Representative 2D and 3D images of CML cells. 
Two-dimensional (a) and three-dimensional images (b) of CML cell nuclei (blue) and their 
telomeres (red) imaged and visualized with AxioVision 4.6. A, B, and C, represent three 
different CML samples. The sample in A) showed less telomere aggregates and its average 
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Figure 2. Bloxplot representations of the number, total and average intensity of 
telomeric signals. 
Thirty individual cells were analysed per sample (the normal and CML samples). Boxes 
represent 25th, 50th and 75th percentiles, whiskers represent value of 1.5 boxes and the dots 
represent the outliers. The median values of number of telomere signals per cell, total 
intensity signals per cell, and average intensity of signal per cell were 33.5, 14940.78, and 
557055.5, respectively. The median values from the normal control were used as points of 
comparison with the median value from CLM samples. The number of signals per cell was 
significantly higher in CML samples than in the control sample. Moreover, the average 
intensity of the sample 9 was significantly higher than the control (p<0.05) whereas the 
samples 3, 6, 7, 8, and 11 presented significant lower average intensity per cell than the 
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Figure 3. Representation of the a/c ratio. 
(A) The telomeric territory is characterized as an oblate spheroid, where two of the main 
axes, a and b, are of equal length and the third main axis, c, is shorter (Vermolen et al. 
2005). (B) and (C) represent screenshots of the interface of TeloView. Each screen shows 
three displays with intensity projections along the three main axes. It also shows crosses at 
the DAPI images (blue) where the software identified telomeres. In (B) (sample 4), the 
measured the a/c ratio was 2 (low a/c ratio) and telomeres were distributed throughout the 
nucleus. In (C) (sample 8), the a/c ratio was 12 (high a/c ratio) and the telomeres formed a 
disk. (D) Box plot representation of the a/c ratio measured in individual interphase nuclei 
of normal and CML samples. Thirty individual cells were analyzed per sample. Boxes 
represent 25th, 50th and 75" percentiles, whiskers represent value of 1.5 boxes and the dots 
represent the outliers. The samples 1, 2 5, 8, and 10 presented higher a/c ratio so their 
telomeres had tendency to form a disk-like shape within nuclei while the other CML 
samples and the normal sample presented lower a/c ratio. N: the normal control sample. 
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Next, we assessed the nuclear volume and the distance of each telomere from the 
nuclear center. We found that nuclei of most CML samples (9 out 12) were significantly 
bigger than the normal control (p<0.05) (Fig 4A). To determine whether telomeres 
presented peripheral or central nuclear location, we measured the distance of each telomere 
from the nuclear center. We found that the median distance of telomeres from the nuclear 
center was higher in most CML samples (10 out 12) than that of the normal control 
(p<0.05) (Fig 4A). The distant location of telomeres from the nuclear center in CML 
samples might be influenced by nuclear volume because we found that the median distance 
of telomeres from nuclear center correlated with the nuclear volume. To minimize the 
effect of nuclear volume, as a confounding factor of telomere distances from nuclear center, 
we used a relative distance of telomeres from the nuclear center, which was the ratio of the 
median telomere-distance from the nuclear center to the nuclear volume of a given cell. We 
showed from the relative distance study that telomeres in two CML samples (samples 7 and 
10) were more nuclear peripheral located when compared to the normal control. In contrast, 
telomeres in four samples (samples 1,2, 8, and 11) were more located to the nuclear center 
when compared to the normal control (Fig 4B). In the rest of CML samples (6 out 12), no 
signifant difference was observed between their relative telomere distance from the nuclear 
center and that of the normal control. 
Furthermore, we determined the presence of TAs which are fused or close telomeres 
impossible to further resolve at a resolution of 200 nm, the optical resolution limit for 
conventional microscopes. They are features of tumor cells and a higher number of TAs 
reflects ongoing genomic instability (Mai 2010). We found that the median number TAs in 
the normal sample was 4 and the number of TAs in all CML samples, except for the sample 
7, was statistically higher than that in the control (p<0.05) (Fig 5). Among the samples 
presenting highly significant TAs, four of them (samples 1, 2, 5, and 8) presented as much 
as four times more TAs than the normal control. In conclusion, some CML cells at CP 
displayed large number of TAs and according to the number of TAs, we can categorize 
CML samples in two groups: the one with lower number of TAs and the other with high 
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Figure 4. Representation of nuclear volume and distance separating telomeres from 
nuclear center. 
Thirty individual cells were analyzed per sample (The normal control and CML samples). 
A) The simple bars (grey) represent the median of distance between telomeres and the 
nuclear center. The simple error bars (red) represent the nuclear volume. B) Median of 
telomere relative distance. The distance between a telomere and the nuclear center of a cell 
was divided by the nuclear volume of this cell and multiply 105. The errors bars represent 







Figure 5. Bloxplot representation of the telomere aggregates (TAs). 
Thirty individual cells were analyzed per sample (The normal and CML samples Boxes 
represent 25th, 50th and 75th percentiles, whiskers represent value of 1.5 boxes and the dots 
represent the outliers. The median value of the number of TAs in the normal sample was 4. 
The median value from the normal control was used as points of comparison with CLM 
samples. Except sample 7, all the CML samples present significant number of TAs than the 




Telomere dysfunction is one of the features of CML cells and the main 
characteristics of telomere dysfunctions are telomere shortening and telomerase activation 
over a course of the disease (Boultwood et al. 1999). The CP of CML is characterized by a 
stable clinical phase, longer telomeres than those at the other clinical phases, and a 
relatively stable genome. In addition to these clinical and biological features, it is not yet 
known if the nuclear architecture of telomeres is remodeled at the CP. To answer this 
question, we carried out quantitative 3D telomere analysis to study the nuclear organization 
of telomeres in CP cells. We showed that nuclear architecture of telomeres in CML cells at 
the CP is remodeled and high number of TAs as well as telomere positioning changes and 
telomere distribution constituted the main features of this remodeling. 
The remodeling of nuclear architecture of telomeres is a characteristic of tumor 
cells. Previous data have shown that nuclear architecture of telomeres is remodeled in 
cervical cancer (Mai and Garini 2006), Burkitt lymphoma, head and neck cancer (Chuang 
et at 2004), Hodgkin lymphoma (Knecht et al. 2009), and glioblastoma (Gadji et al. 2010). 
Our findings were in agreement with these reports and illustrate more that the remodeling 
of the 3D nuclear organization of telomeres can occur at the early phase of the 
leukemogenesis. It has been proposed that alteration of nuclear organization of telomeres is 
one of the earliest telomere dysfunctions in cancer cells and might be formed at the early 
stage of tumorigenesis (Chuang et al. 2004; Mai 2010). Moreover, in mouse model MYC 
deregulation induced TA formation 2 hours thereafter. Subsequently, the TAs lead to 
chromosome position change and chromosomal abnormalities (Louis et al. 2005). In this 
model, the formation of TAs was not dependant neither of telomere shortening nor 
telomerase activity. Telomere uncapping was evoked to be the driving force of TAs 
formation (Louis et al. 2005). However, critically short telomeres were involved in TAs 
formation in Hodgkin lymphoma (Knecht et al. 2009). We previously showed that CML at 
the CP did not present critical short telomeres (Samassekou et al. 2009) and it was reported 
that telomere shelterin proteins are disrupted in CML at the CP (Campbell et al. 2006). 
Thus, we propose that the responsible mechanism of TA formation in CML at the CP might 
be due to a disruption of telomere shelterin complex. 
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The remodeling of nuclear architecture of CML cells at the CP might have a clinical 
or a pathogenesis value. As we showed in our previous report, even if CML cells at the CP 
seems a chromosomally uniform group, they can be categorized in different groups 
according to their individual telomere lengths (Samassekou et al. 2009). Also, in this study, 
we categorized CML cells at the CP according to the number of their TAs. This 
categorization might have a clinical impact as in glioblastoma in which a higher number of 
TAs was associated with short survival time of patients (Gadji et al 2010). In addition, 
studies on nuclear architecture of telomeres might help to further decipher CML 
pathogenesis. In Hodgkin lymphoma, formation of TAs was shown to be involved in the 
transition of the mononucleated Hodgkin cells to the multinucleated Reed-Stenberg cells 
(Knecht et al. 2009). From these data, we can infer that TAs in CML might help to 
differentiate some biological or clinical entities. Furthermore, cells presenting higher 
number of TAs might be more prone to be involved in secondary chromosomal 
abnormalities as CML progresses through its natural history. As telomeres aggregate, their 
chromosomes come into closer vicinity and this close proximity favors chromosomal 
rearrangements (Louis et al. 2005). More studies are needed to establish the clinical and the 
biological impacts of TAs in CML. 
In conclusion, we showed that the 3D nuclear organization of telomeres was altered 
in CML cells at CP and the remodeling of telomere nuclear architecture might have clinical 
and biological consequences. Also, CML cells can be used as a model to study the natural 
history of the dynamic changes of nuclear architecture of telomeres in cancer cells. Studies 
on a correlation between different clinical phases, genomic changes, telomere shelterin 
proteins, and the 3D nuclear organization of telomeres might help to further decipher 
mechanisms of nuclear remodeling of telomeres in cancers. 
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Résumé 
La leucémie myéloïde chronique (LMC) est une néoplasie caractérisée par la 
prolifération d'une lignée de cellules myéloïdes et la présence de la translocation 
chromosomique t(9; 22) (q34; ql 1.2). Comme dans la plupart des cancers, la longueur 
moyenne des télomères dans les cellules de la LMC est plus courte que celle de cellules 
sanguines normales. Cependant, il n'existe actuellement aucune donnée disponible 
concernant la longueur des télomères individuels dans la LMC. Dans ce présent travail, 
nous avons étudié la longueur des télomères sur chaque bras chromosomique dans des 
cellules de la LMC. L'hybridation in situ avec des sondes d'acide nucléique de peptide 
(PNA) a été réalisée sur les métaphases de cellules de la LMC. L'intensité de fluorescence 
de chaque télomère spécifique a été convertie en kilobases, selon les résultats de la 
restriction des fragments télomériques pour chaque échantillon. Nous avons trouvé des 
différences de longueur des télomères entre les extrémités chromosomiques des bras courts 
et celles des bras longs. Nous avons observé des changements récurrents de la longueur des 
téloqières individuels ainsi que la maintenance des télomères et l'allongement de certains 
télomères individuels. Nous proposons une implication possible du changement de la 
longueur des télomères individuels dans la genèse de certaines anomalies chromosomiques 
de la LMC. Nous suggérons que le maintien de la longueur des télomères individuels 
dépendrait du bras chromosomique dans les cellules de la LMC. 
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Abstract 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a neoplasia characterized by proliferation of a 
myeloid cell lineage and chromosome translocation t(9;22) (q34;ql 1.2). As in the case of 
most cancers, the average telomere length in CML cells is shorter than that in normal blood 
cells. However, there are currently no data available concerning specific individual 
telomere length in CML. Here, we studied telomere length on each chromosome arm of 
CML cells. In situ hybridization with peptide nucleic acid probes was performed on CML 
cells in metaphase. The fluorescence intensity of each specific telomere was converted into 
kilobases according to the telomere restriction fragment results for each sample. We found 
differences in telomere length between short arm ends and long arm ends. We observed 
recurrent telomere length changes as well as telomere length maintenance and elongation in 
some individual telomeres. We propose a possible involvement of individual telomere 
length changes to some chromosomal abnormalities in CML. We suggest that individual 
telomere length maintenance is chromosome arm-specific associated with leukemia cells. 
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Introduction 
Telomeres are the termini of eukaryotic chromosomes. Human telomeres are 
constituted of a tandem repeat of six base pairs (TTAGGG), which are wrapped in a protein 
complex [1,2]. Telomere sequences are lost in each round of cell replication because of the 
incomplete synthesis of the G-rich strand and the enzymatic processing of the C-rich strand 
[3,4]. The biogenesis of telomeres is regulated by a large number of proteins and an 
enzyme called telomerase. This enzyme is a ribonucleoprotein, which counteracts the loss 
of telomere sequences during cell division by adding telomeric repeats on the G-rich strand 
[5]. Telomerase is active in germ cells, adult stem cells, activated immune cells, and 90% 
of cancer cells [1,6], However, it is absent or expressed at low levels in most adult 
differentiated cells and resting immune cells. McClintock [7] and Muller [8] initially 
pointed out the important role played by telomeres in chromosome stability by highlighting 
the chromosome end-to-end fusion process. Since these pioneering observations, the 
research on telomeres has been a focal point of aging and cancer studies. Telomere 
shortening and telomere maintenance by telomerase or by alternative lengthening of 
telomere (ALT) are some of the characteristic features of cancer cells [9,10]. 
Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disease characterized by a 
proliferation of myeloid cell lineage and chromosome translocation t(9;22) (q34;ql 1.2) 
[11], the so-called Philadelphia (Ph) chromosome. This translocation generates a chimerical 
gene encoding the BCR-ABL oncogenic fusion protein that features constitutive high-
tyrosine kinase activity [12]. Without effective therapy, CML irremediably progresses in 
three successive phases: chronic (CP), accelerated (AP), and blast crisis (BP). As is the case 
in all cancers, telomeres play a central role in the progression of CML. Telomere shortening 
has been reported in each of the three phases of CML, and this shortening is accentuated 
during progression of the disease [13,14]. Telomere length measurements in all the studies 
published to date have been based on global evaluations relying on techniques such as 
telomere restriction fragment (TRF) analysis and fluorescence in situ hybridization (FISH) 
using flow cytometry [13-15]. These two techniques provide a global picture of telomere 
lengths at the genomic and cellular levels by assessing their average length. The advent of 
telomere length measurement by quantitative FISH (Q-FISH) [16] has allowed a better 
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understanding of telomere length at the chromosomal level. Besides the t(9;22)(q34;ql 1.2) 
translocation, other chromosomal aberrations have been reported during the progression of 
CML [17], and the critical shortening of telomeres may be related to these chromosomal 
changes. To the best of our knowledge, no extensive studies have been conducted on 
individual telomere length in CML as yet. 
The assessment of individual telomere length profiles in CML will provide 
knowledge concerning specific individual telomere length changes associated with CML. 
On the one hand, the data will yield deeper insights regarding the relationship between 
individual telomere length changes and chromosomal abnormalities. Conversely, they will 
provide information on individual telomere length maintenance. 
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Materials and Methods 
Samplings and Cell Cultures 
Telomere length was measured in 21 CML patients at diagnosis. One patient was in 
the AP phase, whereas the others were in the CP phase. The average age of the patients was 
45 years (range, 18-83 years; Table 1). Specimens of cryopreserved blood and bone 
marrow were obtained from the Quebec Leukemia Cell Bank (Centre de recherche, Hôpital 
Maisonneuve-Rosemont, Montreal, Quebec, Canada). Five to ten million cells of each 
sample were cultured in a 5-ml Marrow Max medium (Invitrogen, Ontario, Canada) 
containing 20% fetal bovine serum for 48 hours. Phytohemagglutinin-stimulated 
lymphocytes from 13 age-matched normal adults (4 males and 9 females) were used as 
controls. For each individual, 700 jil of blood was cultured following the standard 
cytogenetic techniques. After harvesting, the cells (normal lymphocytes or leukemia cells) 
were suspended in a methanol/acetic acid (3:1) fixative solution, and 10 ^1 of fixed nucleus 
suspension was spread onto cleaned slides in a modified environmental control unit 
Thermotron (CDS-5, Thermotron, Amsterdam, the Netherlands) [18], where temperature 
and relative humidity remained constant at 22°C and 55%, respectively. The local research 
ethic board of the Faculty of Medicine and Health Sciences of the University of Sherbrooke 
approved the protocol used in the study. Informed consent was obtained from each donor 
who provided samples of blood or bone marrow used in the study. 
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Table 1. Clinicai Data of CML Cases. 
Information at time of sampling No of Metaphases 
Samples Age Sex Tissues Blast Karyotype phases Analyzed (Q-FISH) 
02-H055 45 M Blood 5 % / Blood 46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[23] CP 10 
02-H058 26 F BM 2 % / B M  46,XX,t(9;22)(q34 ;q 11.2)[21] CP 11 
02-H077 45 M Blood 3 % / Blood 46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20] CP 15 
03-H034 45 M BM 1 % / BM 
46,XY,t(9;22)(q34;q 11,2)[ 19]/46,idem,? 
der(7)del(7)(ql 1.2q2 l)del(7)(q36)[2] 
CP 10 
03-H044 64 F Blood 5 % / Blood 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[21] AP 15 
03-H056 18 M Blood 3 % / B l o o d  46,XY,t(9;22)(q34;ql 1,2)[21 ] CP 13 
03-H061 44 F BM 1 0 % / B M  46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[23] AP 15 
03-H077 35 F BM 5 % / BM 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[29] CP 9 
03-H079 50 F BM 2 % / B M  46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20] CP 11 
04-H013 52 M BM 5 % / B M  46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[22] CP 5 
04-H015 38 F BM 3 % / BM 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[21] CP 11 
04-H035 61 F BM 2 % / BM 46,XX,t(9;22)(q34;q 11.2)[20] CP 8 
04-H057 44 M Blood 3 % / Blood 46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20] CP 9 
04-H131 33 F BM 4 % / B M  46,XX,t(9;22; 13)(q34;ql 1,2;p 13)[20] CP 8 
05-H020 57 F BM 3 % / BM 46,XX,t(9 ;22)(q34;q 11,2)[20] CP 9 
05-H043 45 F BM 2 % / BM 46,XX,t(9 ;22)(q34;q 11.2)[20] CP 10 
05-H049 83 F BM 2 % / B M  46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[18] CP 9 
05-H166 40 M BM 2 % / BM 46,XY,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20] CP 10 
06-H047 39 F BM 5 % / BM 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1)[22] CP 7 
06-H069 53 M BM 2 % / BM 46,XY,t(9;22)(q34.1 ;q 11.2)[20] CP 8 
06-H097 32 F Blood . 7 % / Blood 46,XX,t(9;22)(q34;ql 1.2)[20.] CP 9 
Samplings were done at diagnosis and before the initiation of treatment. The translocation t(9;22) was the most frequent 
cytogenetic abnormality. More than 80% of the patients were at the CP, and 13 of 21 patients were females. 
AP indicated accelerated phase; CP, chronic phase. 
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Peptide Nucleic Acid FISH 
The FISH technique was performed using peptide nucleic acid (PNA) telomere 
probe FITC-(CCCTAA)3 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Hybridizations were 
carried out following the protocol provided by the manufacturer, with modifications based 
on our own and others' previous protocols [19,20]. Briefly, slides were left for 24 hours at 
37°C after spreading and then fixed in a 3.7% formaldehyde solution, followed by a 
proteinase K treatment. Next, the slide preparations were denatured at 80°C for 3 minutes 
under a 24-mm x 30-mm coverslip in the presence of 10 jj.1 of PNA telomere probe. 
Hybridization was then carried out in the dark for 30 minutes at room temperature. A 
posthybridization wash was done using 0.4x SSC containing 0.3 % NP-40 at 65 °C for 2 
minutes and 2x SSC/0.1% NP-40 for 2 minutes. The slides were counterstained using 125 
ng/ml 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) mixed with 1 mg/ml p-phenylenediamine 
(Sigma Aldrich, St Louis, MO). The slides were kept in the dark for 2 days at room 
temperature to enhance banding patterns on chromosomes. 
Imaging and Fluorescence Measurement 
The slides were examined under an Olympus BX61 microscope (Olympus America 
Inc., Center Valley, PA) equipped with appropriate filters. For each sample, a number of 
metaphases were digitally captured using a Compulog IMAC-CCD S30 videocamera 
module (MetaSystems Group Inc., Waltham, MA). Standard DAPI and fluorescein 
isothiocyanate filters were used to display chromosome and telomere-specific signals, 
respectively. Approximately 5 to 15 metaphases were karyotyped (Table 1) based on the 
quality of DAPI-banding pattern. To determine a minimum number of metaphases to be 
analyzed, a widely used standard [21] was followed. According to this standard, whereas at 
least 50% of cells carrying the same chromosome anomaly (very long or short telomeres at 
the same chromosome ends in this study), the minimum number of five cells needs to be 
analyzed on a 95% confidence limit (power) and under a 99% analytical sensitivity of a 
specific technique such as FISH [19]. Telomere measurements were done using an in situ 
imaging system software (ISIS 2; MetaSystems). Fluorescein isothiocyanate fluorescence 
intensity was measured on both the short-arm (p-end) and the long-arm (q-end) of each 1 of 
the 46 chromosomes per cell. Therefore, each metaphase presented 92 telomere length 
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measurements. The length of a specific individual telomere for a given specimen was the 
average of these individual telomere lengths in different metaphases. 
TRK Technique 
DNA was extracted from six normal individuals and from all leukemia donors using 
the standard method of phenol-chloroform. The TRF technique was performed using the 
TeloTAGGG Telomere Length Assay kit (Roche Applied Science, Laval, Quebec, 
Canada). Briefly, 1.5 jig of DNA was digested using Hinfl and Rsal restriction enzymes. 
The digested DNA was electrophoretically resolved on 0.7% Agarose gel, transferred to a 
nylon membrane, and blotted with digoxigenin-labeled (CCCTAA)3 DNA probe. The 
membrane was exposed to a phosphorimager screen and detected on the Phosphorlmager 
Storm 860 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA) and then on an x-ray film. Telomere size 
was measured using the Image J freeware (National Institutes of Health, Bethesda, MD). 
Determination of Physical Length of Individual Telomeres 
We converted individual telomere signal intensities obtained from Q-FISH to 
physical length in kilobases using TRF results from CML and normal cells, as described in 
previous reports [20,22], with some modifications. Briefly, the average fluorescence 
intensity of metaphases of a given case was equated to the average length in kilobases of 
TRF measurements from the same case. Next, the equivalent of a fluorescence unit of each 
individual telomere was converted into kilobases. The normal individual telomere lengths 
from peripheral blood cells were adjusted to reflect those of hematopoietic stem cells, 
according to Sakoff et al. [23]. 
Statistical Analysis 
Descriptive statistics, including means, SDs, and confidence intervals, were 
generated by the "proc means" and the "proc univariate" procedures of the Statistical 
Analysis System (SAS) software, version 9.1.3 (SAS Institute, Inc, Cary, NC). Analysis of 
variance was performed using four fix effects: group, with 2 levels (normal and leukemia); 
chromosome, with 24 levels (autosomes and sex chromosomes); chromosome arm, with 2 
levels (p-end and q-end); and sexes, with 2 levels (female and male). Subjects (individual 
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cases) served as a random effect. The dependent variable was the physical telomere length 
in kilobases. We also used the PDEFF function for the pairwise comparisons of the least 
square means, which provides a defensible estimate of interesting effects. Tukey and 
Dunnet adjustments were used to keep the experiment-wise rate of type I error to 5%. The 
individual telomere length for each CML sample was compared with its counterpart in 
normal samples used as reference. Individual telomere lengths for CML samples were 
defined as elongated or shortened when their lengths were significantly longer or shorter (p 
< .05) than their counterparts in the normal reference. Otherwise, they were defined as 
maintained when no statistical difference (p > .05) was observed between CML cases and 
normal reference cases. We used orthogonal contrasts to compare each individual telomere 
length of a given case to its average telomere length. The validity of these models was 
confirmed by a normal distribution of all residuals. The statistical significance was 
established for all comparisons for p < .05 at a 95% confidence interval. The descriptive 
graphics were produced with the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) software, 
version 17.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL). 
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Results 
Longer Mean Telomere Lengths on p-Ends Rather Than on q-Ends in CML 
First, we found that telomeres on both p- and q-ends in the leukemia group were 
significantly shorter than their counterparts in the normal group (p < .001 for both arms; 
Table 2). Second, we observed that in the CML group, the mean individual telomere length 
for females (7.12 ± 0.11 kb) was significantly longer (p < .001) than that for males (5.85 ± 
0.121 kb), whereas the normal adult group did not display such a difference (p = .43; Figure 
Wl). Interestingly, we further found that, in the leukemia group, the mean telomere length 
for the p-ends (6.91 ±0.12 kb) was statistically longer (p < .001) than the mean for the q-
ends (6.33 ± 0.10 kb), whereas the mean telomere lengths for the two chromosome ends in 
the normal group did not differ (P = .41; Table 2). In summary, we observed significant 
differences in telomere length between p-ends and q-ends as well as between females and 
males in the CML group. 
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Table 2. Representation of Average Telomere Length in CML and Normal Groups. 
CML 
group 
SD SE Normal 
group 
SD SE p values 
p 6.91 2.83 0.12 8.46 1.48 0.136 <0.001 
q 6.33 2.37 0.10 8.53 1.00 0.092 <0.001 
^'values < 0.001 0.41 
Average telomere length of all telomeres, on p-arms or q-arms of CML cells, was 
statistically shorter and widely distributed than their corresponding entities in normal cells 
(p < .001). The values are expressed in kilobases. The statistical method used is described 
in the Materials and Methods section, p: chromosome short arms, q: chromosome long 




Figure Wl. Comparison between female and male telomere lengths. 
The average individual telomere length of female and male individuals measured was in the 
CML and normal groups. No statistical difference (p > .05) in telomere size existed 
between female (8.51 kb, SD = 1.34 kb) and male (8.49 kb, SD = 1.22 kb) individuals in 
normalgroup. In contrast, in the CML group, females (7.12 kb, SD = 2.66 kb) had statistical 
longer télomères than males (5.85 kb, SD = 2.33 kb) (p < .05). Gray and hatched boxes 
correspond to female and male individuals, respectively. Error bars are the confidence 
interval at 95%. 
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Non random Individual Telomere Length Changes in CML 
We observed that the mean individual telomere lengths for each specific 
chromosome ends from all cases ranged from 1.70 to 24.83 kb (Figure 1) in the CML 
group. Because assessing the individual telomere lengths of all the CML cases collectively 
could hide important information regarding the telomere length profile of each case, we 
determined the specific individual telomere length profile for each single case. To establish 
the specific individual telomere profile, we determined the longest and the shortest 
telomeres in relative length for each case by comparing the mean of each specific 
individual telomere length to the mean of all telomeres in the sample using orthogonal 
contrasts. When the mean length for a given individual telomere was significantly greater 
or less than the telomere length for that case (p < .05), it was considered to be among the 
longest or the shortest telomeres, respectively. It was found that in the CML samples, the p-
ends harbored the longest telomeres, whereas the shortest telomeres were mainly found on 
the q-ends. In CML cases, the telomeres on 18p and Xp were among the longest in 57.14% 
and 42.85% of cases, respectively, whereas the telomeres on 21p and 21q were among the 
shortest in 28.57% and 23.80% of cases, respectively (Figure 2). In normal adult samples, 
the telomeres on 5p, 3p, and 4p were among the longest individual telomeres in 57.14%, 
42.4%, and 38.46% of cases, respectively (Figure W2A). In contrast, the télomères on 19p, 
17p, and 20q were among the shortest in 46.15%, 38.46%, and 38.46% of cases, 
respectively (Figure W2B). In conclusion, specific telomere length changes of the longest 
individual telomeres on 18p and Xp, and the shortest individual telomeres on 21p and 21q 
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Figure 1. Box plot of individual telomere lengths (kb) in the CML group. 
Black boxes correspond to chromosome short arms; shaded boxes, chromosome long arms. 
The individual telomere length was shown by the mean of the specific telomere lengths in 
10 metaphases. The dots represent the extreme value of an individual telomere length in 
each case. The red arrows indicate the minimum and maximum individual telomere lengths 
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Figure 2. Percentage of cases showing relative individual telomere lengths among the 
longest (yellow bars) and the shortest (red bars) in the CML group. 
In each sample, a specific individual telomere length was compared with the mean of all 
telomeres. When an individual telomere was shorter or longer than the mean telomere of a 
case (p < .05), it was considered among the shortest or longest telomere of that case. 
Chromosome numbers are shown on the x-axis. Frequently observed longest telomeres are 
at 18p and Xp, which were seen in 54.14% and 42.85% of cases, respectively, whereas the 
shortest, at 20q, 21p, and 21q, were seen in 28.57%, 28.57%, and 23.80% of cases, 
respectively. 
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5p 3p 4q lp Xp 18p 19p 17p 20q 16p 21q 21p 
Figure W2. Representation of relative longest and shortest individual telomeres in 
specimens from normal individuals. 
In each sample, a specific individual telomere length was compared with the mean of all 
telomeres. When an individual telomere was statistically (p < .05) shorter or longer than the 
mean telomere of a given case, it was considered among the shortest or longest telomere of 
that case. (A) Percentage of cases harboring the longest individual telomeres. The 5p, 3p, 
4q, and lp were the individual telomere having the highest representation in this category. 
Xp and 18p had low representation, whereas they had frequencies of being among the 
longest individual telomere in the CML group. (B) Frequencies of shortest telomere. 19p, 
17p, 20q, and 16 p had the highest frequencies of being among the shortest telomere. 21p 
and 21q had low frequencies of being among the shortest individual, whereas they had high 
representation among the shortest individual telomere in CML samples 
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Individual Telomere Shortening Rate in CML 
To evaluate the possible evolution of specific individual telomere lengths during 
leukçmogenesis (initiation of CML until diagnosis), we assessed individual telomere length 
shortening rates in the CML group by measuring the relative difference [(A - B)/A x 100] 
in length between each specific individual telomere (A) in the normal group and its 
corresponding individual telomere (B) in the CML group. We found that individual 
telomeres on the q-ends had a higher shortening rate (26.38%) than those on the p-ends 
(17.97 %; p < .001). Moreover, individual telomere losses were more uniform on the q-
ends (0.31%) than on the p-ends (0.88%) as variances (p = .007). Next, the study of 
individual telomere shortening rates showed that telomeres on Yp, Yq, lq, 5q, 9q, 8p, and 
21p had the highest telomere attrition rates, and their lengths were at least 30% shorter than 
their counterparts in the normal group (Figure 3, A and B). In summary, the individual 
telomere lengths on both ends of the Y chromosome presented the highest telomere 
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Figure 3. Means of individual telomere lengths on chromosome arms in normal and 
CML groups. 
The gray columns represent the mean of individual telomere lengths in normal adults, 
whereas the hatched columns correspond to the mean of individual telomere lengths in 
CML cases. (A) Means of individual telomere lengths on the chromosome short arms. (B) 
Means of individual telomere lengths on the chromosome long arms. Error bars, 95% 
confidence interval. 
129 
Maintenance of Some Individual Telomere Lengths in CML 
We investigated whether there were differences for specific individual telomeres 
between the leukemia and the normal groups by comparing the mean of each individual 
telomere length in the leukemia group with its counterpart in the normal group. Using the 
PDIFF function for pairwise comparisons of the least square means, we found that 
telomeres on 1 lp, 14p, 17p, 18p, 19p, and Xp were maintained in the CML group because 
data showed no statistical difference (p > .05) in mean telomere lengths between the CML 
and the normal groups for these particular telomeres (Figure 3A). In contrast, all individual 
telomeres on the q-ends in the normal group were statistically longer than the 
corresponding individual telomeres in the leukemia group (p < .05; Figure 3B). 
Presence of Some Long Telomeres in CML in the CP Phase 
To evaluate the elongation of each specific individual telomere in CML cases, we 
compared the mean length for each specific individual telomere in each CML case to its 
counterpart mean in the normal group. We used the PDIFF function and Dunnet adjustment 
for multiple comparisons. This approach helped to eliminate the group effect and to show 
the elongation or shortening of a specific individual telomere in each sample in reference to 
the normal. We noticed telomere elongation events on some chromosome arms, such as 14p 
and 18p, in 14.3% of CML cases (Figure 4A). Interestingly, in all CML cases, telomere 
sequences on 19p were maintained or elongated because no shortening was observed for 
this chromosome end. In addition, individual télomères on 5p, 9p, lip, 12p, 14p, 16p, 17p, 
18p,.20p, Xp, 14 q, and Xq were elongated or maintained in 80% of the CML cases 
(Figure 4, A and B). Furthermore, we found three CML cases that presented very long 
individual télomères on Xp (24.83 kb), 3p (18.66 kb), and 18p (16.23 kb), respectively 
(Figure 5, A-D). These results were confirmed by the TRF technique, which showed 
specific bands distinct from the telomere smear (Figure 6). We concluded that some CML 
cells harbor specific individual long telomeres (16-25 kb) despite average telomere 
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Figure 4 Percentages of short, maintained, and long individual telomeres in CML 
samples. 
The average of each specific individual telomere length in each CML case was compared 
with its corresponding individual telomere length in normal control group. Short or long 
individual telomeres in each leukemia sample were defined when their respective lengths 
were statistically (p < .05) shorter (black columns) or longer (white columns) than the 
corresponding individual telomere length in normal control. If there was no statistical 
difference, they were considered as maintained (gray columns). (A) Individual telomere on 
the chromosome short arm. The individual telomere on 19p was not shortened in any CML 
sample. (B) Individual telomere on the chromosome long arms. The 5q was shortened in 
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Figure 5. Individual telomere lengths in CML cases. Some CML cases showing 
individual long telomeres. 
Black bars represent the p-ends, whereas gray bars represent the q-ends. (A) Representative 
metaphase of a CML case (02H077) showing very bright fluorescence on chromosome X. 
(B) Same case (02H077) representing the value of individual telomere in kilobases. The 
telomeres on Xp measured 24.83 kb, and the average telomere of the case was 6.60 kb. (C) 
Case 06H069 showing elongation of telomere on 3p (18.66 kb). Its average telomere length 
was 8.43 kb. (D) Case 06H097 displayed homogenous with long telomere lengths. Its 
average telomere length was 12.75 kb, and the longest telomere was on 18p (16.27 kb). 
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Figure 6. TRF results. 
Three normal individuals (A) and 16 CML cases (B and C). General shortened telomeres 
can be seen in all samples except for one case (lane 14, case 06H097). Some CML show 
uncommon telomere fragments, which appear as fuzzy bands (blue arrows in panel B) and 
represent long telomeres. Two cases, 06H069 (lane 15) and 02H077 (lane 16), the long 
telomere fragments seem as typical sharp bands (red arrows in panel C) distinct from those 
short telomere fragments that are distributed as smears in the gel. The molecular markers 
(kb) are labeled at left and right sides of the panels. Their individual telomere lengths are 
also shown in Figure 5. 
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Discussion 
Progressive telomere shortening is well described in hematological malignancies, 
especially at the time of diagnosis and disease relapse [24-27]. However, little is known 
regarding telomere length changes associated with specific chromosome ends in tumor 
cells. Owing to the uneven distribution of telomere length on individual chromosome arms, 
studies on specific telomere changes could have impact on chromosome-specific factors in 
relation with chromosome stability in tumor cells. Here, we report a study of individual 
telomere lengths in CML patients at diagnosis before treatment. To our knowledge, this is 
the first extensive study to determine specific individual telomere lengths in CML. 
General Comparison of Telomere Lengths between CML and Normal Cells 
We showed that the average telomere length for CML patients was shorter than for 
nonùal controls, in agreement with other reports [13,15]. This finding was valid for 
telomere lengths on both chromosome ends because the mean telomere lengths on p- and q-
ends in CML were statistically shorter than their counterparts in normal samples. 
Interestingly, we found that the average telomere length on p-ends was significantly longer 
than on q-ends in CML samples. This phenomenon can be attributed to disparate telomere 
erosion rates on p- and q-ends in CML, which telomeres on q-ends had higher and more 
uniform erosion rates than those on p-ends. In contrast, telomere lengths in normal 
individuals did not show the difference between p- and q-ends. Similar to previous reports 
from other groups, the study on individual telomere length in vivo and in vitro during 
normal aging did not show differences between p- and q-ends in telomere lengths and in 
telomere shortening dynamic or telomere erosion rate [22,28], In addition, we found that 
the telomeres of female patients were significantly longer than those of male patients. 
These observations pointed to the differences between CML and normal cells with regard 
to telomere shortening on chromosome arms. These differences lead to the heterogeneity of 
individual telomere length profiles in CML cases and may confer a proliferative advantage 
for the malignant cells. 
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Shortest and Longest Individual Telomeres 
Tumor cells pass through many more replicative cycles than normal cells. 
Consequently, telomere shortening becomes a common finding for many types of tumors. 
However, little is known whether the shortest and the longest telomeres are associated with 
specific chromosomes in malignant disorders. Such a finding could imply chromosome-
specific factors involved in telomere length regulation. Our approach allowed us to 
determine the shortest and longest telomeres associated with specific chromosome ends. 
We found that telomeres on 19p, 17p, and 20q had higher percentages of being among the 
shortest in normal samples, in agreement with the findings of other groups [16,22]. 
However, telomeres on 20q, 21p, 21q, and 9q in the CML group had the highest proportion 
of being among the shortest telomeres. Similarly to the shortest telomeres, we noticed a 
swift in the profile of the longest telomeres in normal and CML samples. The telomeres on 
18p, Xp, lp, and 14p were more represented among the longest telomeres in CML samples, 
whereas those on 5p, 3p, 4q, and lp had the highest frequencies of being the longest 
telomeres in normal samples. In summary, télomères on 5p, 14p, 17p, 19p, Xp, 21p, 4q, 
and 9 q were more prone to change their profile during leukemogenesis. 
It is worth noting that, although individual telomere lengths shorten in normal cells 
during aging and are different in different tissues, they maintain the same profile under 
these two conditions [22,28,29]. However, individual telomere length profiles in cancer 
cells are different from those of normal cells even if they derive from the same stem cells. 
Zheng et al. [30] have shown a different profile of 9p telomere length in lymphocytes from 
normal women and breast cancer patients, and they have suggested that this finding may be 
a risk factor in breast cancer. The maintenance of telomere length as well as the rate of 
shortening may have an influence on the profile change of individual telomere in CML. In 
clinical settings, this change in profile could be used as a marker to monitor the progression 
of the disease and the success of the treatment. It would be of great interest to investigate 
the profile changes of the individual telomeres as the disease progresses through the AP 
and BP and to understand the biological meaning of these changes. Moreover, the findings 
could foster research on individual telomere length in other malignancies that lack reliable 
biomarkers. 
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Individual Telomere Shortening in CML 
The terms of the "telomere shortening" and the "short telomere" should be 
differentiated because the former is a dynamic process (telomere sequence losses), whereas 
the latter is correlated with telomere length profile. Our study on individual telomere 
shortening in CML samples showed that telomeres on Yp, Yq, and 5q shortened more 
rapidly than the others. Similarly, Rashid-Kolvear et al. [31] have observed in breast cancer 
cells that telomeres on 17q shortened more rapidly than the average telomere. It is tempting 
to suggest that the differential shortening of individual telomeres may be a property 
inherent to cancer cells. 
The continuous and rapid losses of telomere sequences on both arms of Y 
chromosome and on the long arm of chromosome 5 may account for their losses in CML in 
late phases. These observations have been reported as ones of the recurrent chromosomal 
abnormalities observable during the progression of CML [32,33]. Besides the possible 
involvement of short individual telomeres in chromosomal abnormalities, they may also 
account for an estimation of the rate of cell proliferation. Recently, Keler et al. have 
estimated, based on the 1-kb difference of average telomere length between normal and 
CML at the CP, that the malignant cells may undergo approximately 10 times more cell 
divisions than normal cells [34]. However, this suggestion may be an underestimation. For 
instance, we found that Yp and Yq had the highest telomere sequence losses of 3.70 and 
3.60 kb, respectively. We can thus estimate that the number of cell divisions of CML cells 
may be 30 times more than those of normal cells'. This accelerated telomere shortening on 
some individual telomeres could also be explained by an increase in enzymatic processing 
of specific telomeres due to DNA damage, which has been reported on short telomeres 
[35], or the disruption of telomere sheltering. Other studies will be needed to elucidate 
mechanisms involved in the accelerated shortening of some individual telomeres in CML 
and to establish their occurrence in other malignancies. 
Individual Telomere Maintenance or Lengthening 
Long telomeres could have very different effects for the maintenance of 
chromosome stability in comparison with short telomeres. It could be therefore suggested 
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that long telomeres located at some specific chromosome ends may play a role to protect 
some "key" chromosomes during cell proliferation in tumor progression. In the present 
study, we found that some specific telomeres on lip, I4p, 17p, 18p, 19p, and Xp were 
maintained in the CML group, and this maintenance was consistent in individual CML 
cases. Despite their average telomere shortening, more than 80% of these cases showed 
telomere length maintenance or lengthening on these chromosomes arms. In this 
connection, Krejci et al. [36] have reported a single individual telomere lengthening on 1 lq 
and estimated its length of more than 20 kb, whereas the average telomere length was short 
in one case of acute lymphoblastic B-cell leukemia. Moreover, the presence of individual 
telomere lengthening has been observed in some cancer cell lines, especially in those using 
ALTmechanism to maintain their telomeres [37]. Similar to telomere shortening, individual 
telomere length maintenance or lengthening may be involved in some chromosomal 
abnormalities seen in CML. For instance, trisomy 19 is a recurrent chromosomal 
abnormality in CML, appearing during progression of the disease [38]. Although in our 
normal samples, the individual telomere on 19p was among the shortest telomeres, it was 
maintained or elongated in all of our CML cases. One explanation for this maintenance 
may be the need for cells to keep chromosome 19 intact to fulfill their neoplastic fate and 
even to reinforce their malignancy commitment by adding one additional copy of 
chromosome 19. One key element contributing to the occurrence of trisomy 19 in CML late 
phases may be the maintenance of telomere length on chromosome 19p. 
The lengthening of different individual telomeres in CML at the CP could correlate 
with different mechanisms on the maintenance of chromosome stability. First, the presence 
of some important genes on some chromosome arms may trigger some mechanisms 
preserving the integrity of these chromosomes arms by protecting telomeres' lengths. For 
instance, 17p harbors some important genes, such as p53, which has been implicated in the 
pathogenesis of more than 50% of cancer cases and 10% to 12% of leukemia cases [39], 
especially in the progression of CML from the CP to the AP [40-42]. Thus, maintenance of 
the telomere length may protect the chromosomes bearing the important genes in CML 
cells. Second, the possible preferential action of telomere length maintenance mechanisms 
on short telomeres could ensure cell survival [43,44], As a result, telomerase and other 
telomere maintenance mechanisms may preferentially act on these telomeres to maintain 
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their length. Finally, the cis-acting regulation of an individual telomere length may involve 
its chromosome arm. Telomere recombination has been implicated in telomere maintenance 
[44,45], and there is a large body of evidence suggesting a relationship between telomere 
recombination and epigenetic changes in subtelomeric DNA and chromatin [46,47]. Thus, 
we can speculate that each individual chromosome arm may have specific epigenetic 
features in its subtelomere region, enabling it to have control over individual telomere 
length regulation in CML at the CP. 
In addition to normal or low telomerase activity in more than 90% of CML samples 
at th,e CP [15], the differential telomere shortening, the maintenance and lengthening of 
individual telomere, as well as the presence of short and long telomeres as presented in this 
study are suggestive of the presence of ALT mechanism to maintain telomere length in 
CML cells at the CP. Further work is obviously required to decipher the involvement of 
ALT in the maintenance of individual telomere length during the different phases of CML. 
Conclusions 
This study sheds light on the involvement of individual telomere changes in length 
in CML at diagnosis. We have defined the individual telomere length profiles and shown 
nonrandom individual telomere length changes. We have suggested the possible 
involvement of telomere length changes in CML chromosome abnormalities. Besides a 
defined role of telomerase in these changes, we have suggested the presence of an ALT 
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Résumé 
Des études antérieures ont montré que la présence de télomères extrêmement courts 
corrélait avec l'instabilité chromosomique dans le cancer. Cependant, peu de données sont 
disponibles quant à la corrélation entre les longs télomères sur des bras chromosomiques 
spécifiques et des pathologies cancéreuses. Nous avons étudié la longueur relative des 
télomères sur chaque bras chromosomique en utilisant la technique d'hybridation in situ 
fluorescente quantitative. L'étude a été faite chez 32 patients atteints de leucémie myéloïde 
chronique (LMC) et 32 sujets normaux. Nous avons trouvé que des télomères sur certains 
bras chromosomiques spécifiques étaient maintenus ou même allongés dans une proportion 
élevée de patients leucémiques (27/32). Précisément, les 10 bras chromosomiques (4q, 5p, 
7q, llp, 13p, 13q, 14p, 15p, 18p et Xp) qui présentaient des télomères relativement longs 
étaient constamment identifiés dans les différents échantillons de LMC. Aussi, six d'entre 
eux (4q, 5p, 13p, 13q, 14p et Xp) présentaient des télomères relativement longs chez les 
sujets normaux, mais avec une fréquence d'apparition moindre que chez les patients 
leucémiques. Ces données indiquent la présence d'une population spéciale de cellules 
leucémiques qui serait originaire d'une même cellule progénitrice, caractérisée par la 
présence de longs télomères sur des bras chromosomiques spécifiques. Nous suggérons que 
les télomères relativement longs sur des bras chromosomiques spécifiques seraient 




Previous studies demonstrated that critically shortened telomere lengths correlate 
with the chromosome instability in carcinogenesis. However, little has been noticed 
regarding the correlation of long telomeres at specific chromosomes with malignant 
disorders. We studied relative telomere lengths (RTLs) for individual chromosomes using 
the quantitative fluorescence in situ hybridization technique in a cohort of 32 patients with 
chronic myeloid leukemia (CML) and 32 normal samples. We found that telomeres at some 
specific chromosome arms remain well maintained or even lengthened in a high frequency 
(27/32) of leukemia cases. In particular, 10 chromosome arms, 4q, 5p, 7q, lip, 13p, 13q, 
14p, 15p, 18p, and Xp, with long telomeres were consistently identified in different 
samples, and six of them (4q, 5p, 13p, 13q, 14p, and Xp) with relatively long telomeres 
were also observed in normal samples, but they appeared in lower occurrence rate and 
shorter RTL than in CML samples. Our results strongly indicate the presence of a special 
leukemia cell population, or a clone, originated from a common progenitor that is 
characterized with chromosome arm-specific long telomeres. We suggest that relatively 
long telomeres located at key chromosomes could be preferentially maintained or further 
elongated during the early stage of malignant transformation. 
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Introduction 
Human telomeres are long tandem-arrayed stretches of TTAGGG-base repeat found 
at the ends of each chromosome arm and are associated with a variety of telomere-binding 
proteins [1-5], These unique genomic structures help to protect the cell from progressive 
DNA shortening and degradation of the chromosome's ends that happen during each round 
of D"NA replication, what is commonly referred to as the "end-replication problem" [6], 
Once telomeres have eroded beyond a critical length, the cell initiates a coordinated DNA 
damage signaling response that ultimately ends in a cellular state known as replicative 
senescence [7-10]. This is not the case, however, for a majority of human cancers, where 
telomerase, the enzyme that polymerizes the successive TTAGGG sequence motifs found 
in telomeres [11], is highly expressed and confers to the cell a seemingly endless 
proliferative capacity or "immortalization" [12-14]. Yet, despite high telomerase activity, 
global telomere shortening can still occur in cancer. Shortened telomeres usually tend to 
correlate with disease severity such as relapsed leukemia or high-grade lymphoma [15]. 
Recent research has shed new light on the potential of using telomere length as biomarker 
for the diagnosis, disease progression, and prognosis for many types of hematological 
disorders [15-19]. 
Telomere length measurements in most previous studies were based on techniques, 
such as telomere restriction fragment (TRF) analysis and fluorescence in situ hybridization 
(FISH) flow cytometry, which offer a cruder picture of telomere content by giving average 
global telomere lengths. The advent of quantitative fluorescence in situ hybridization (Q-
FISH) has allowed for a more refined study of telomere content because it can be used to 
measure telomere lengths for each arm of each individual chromosome [20], There have 
been some studies that have documented consistent differences in telomere lengths specific 
to unique chromosomes [21-24]. One way to explain this is by positing the involvement of 
chromosomal specific factors that affect local telomere length regulation [25], 
Alternatively, telomerase is known not to act on every telomere in each cell division with 
equal activity: rather, it displays an increasing affinity for telomeres with decreasing length 
such that shorter telomeres are elongated first, and thus, this may explain differences in 
specific chromosomal telomere lengths [26-28]. However, the presence of long telomeres 
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associated with specific chromosomes in malignant disorders was somehow overlooked, 
probably because most studies focus on the effect of telomere shortening in tumor. 
In the present study, we performed individual telomere length measurements using 
Q-FISH in primary leukemia cells collected from 32 chronic myeloid leukemia (CML) 
patients. The CML is a hematological cancer characterized by the proliferation of myeloid 
cells that bear a characteristic genetic marker, the Philadelphia (Ph) chromosome, which 
results from the translocation t(9;22)(q34;qll.2) [29]. Compared with other types of 
cancer, patients with CML have better prognosis and a relatively benign disease course 
with as much as 90% of patients surviving at least 5 years when placed on conventional 
imatinib therapy [30]. Therefore, it can provide an ideal model for the dynamic assessment 
of telomere lengths in leukemia cells because these cells can be tracked by the presence of 
the Ph chromosome during the progression of the disease. In comparison to individual 
telomere lengths of 32 normal samples of this study, we show the first evidence that some 
chromosome arm-specific telomeres are well maintained or even lengthened in leukemia 
cells that carry the Ph chromosome. These are common events, and the consistency across 
different samples shows a nonrandom distribution of individual telomere lengths. These 
long telomeres represent a new clonal event because they exist in a number of cells that 
must be derived from a common progenitor origin. This finding may yield new insights into 
cancer, such that the abnormal proliferative risk of cells could be evaluated by altered 
telomere length at particular chromosomes early in tumorigenesis. 
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Materials and Methods 
Sample sources, cell culture, preparation of cytogenetic slides for Q-FISH and 
Southern blot based TRF techniques are described in Supplementary Materials and 
Methods. The ethics committees from each of the institutions involved approved all 
research protocols and methods. Unless the data were collected anonymously, we have 
obtained all informed consent forms from individuals whose samples were used in this 
study. 
Peptide Nucleic Acid FISH 
FISH was performed using a peptide nucleic acid (PNA) telomere probe fluorescein 
isothiocyanate-(CCCTAA)3 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Hybridizations 
followed standard manufacturer's protocols with slight modifications [31,32]. Briefly, 
slides were left for 24 hours at 37° C after spreading and then fixed in a 3.7% formaldehyde 
solution, followed by a proteinase K treatment. Next, the slide preparations were denatured 
at 80°C for 3 minutes under a 24 x 30-mm cover slip in the presence of 10 fil of PNA 
telomere probe. Hybridization was then carried out in the dark for 30 minutes at room 
temperature, followed by a posthybridization wash in 0.4x SSC containing 0.3% NP-40 at 
65°C for 2 minutes followed by another wash in 2x SSC/0.1% NP-40 for 2 minutes. The 
slides were counterstained with 125 ng/ml 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) mixed 
with 1 mg/ml of p-phenylenediamine (Sigma Aldrich, St Louis, MO). The slides were kept 
in the dark for 2 days at room temperature to enhance banding patterns on chromosomes. 
Measurement of Individual Telomere Signal Intensity 
After FISH, the slides were examined under an epifluorescence microscope 
(Olympus BX61; Olympus America, Inc, Center Valley, PA) and the proper metaphases 
were captured with a Compulog IMAC-CCD S30 camera (MetaSystems Group, Inc, 
Waltham, MA). The Isis imaging system (MetaSystems Group, Inc, Waltham, MA) was 
used to process the images. The metaphase images were karyotyped based on the DAPI 
banding pattern. In the imaging system, the telomere border selection lines were 
individually adjusted to measure the appropriate telomeric area. Individual telomeric signal 
intensities were then measured using the "Telomere Measurement" function of the image 
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system. Measurements were automatically corrected for background by subtraction of the 
histogram maximum from each pixel in the chromosomes. For the healthy adult sample set, 
we analyzed 9 to 13 cells per sample, and for the CML sample set, we analyzed 7 to 16 
metaphases per sample depending on the quality of DAPI banding. The specific cytogenetic 
marker of Ph chromosome presented as a translocation between chromosomal 9 and 22 was 
confirmed by DAPI banding in all of the metaphases in all CML samples. Fluorescence 
intensities of telomere signals were measured on both short arm (p) and long arm (q) ends 
of all chromosomes from each cell. For each specific chromosome arm, in the healthy 
group, we measured 650 to 656 of telomere signals from each autosome, 542 from the X 
chromosome, and 113 from the Y chromosome in a total of 328 cells; in the CML group, 
we measured 620 to 667 telomeric signals from each autosome, 492 from the X 
chromosome, and 129 from the Y chromosome in a total of 337 cells. The raw data were 
exported into Excel (Microsoft Corp, Redmond, WA) for further analysis. 
Analysis of Chromosome Arm-Specific Relative Telomere Lengths 
To calculate relative telomere lengths (RTLs), we followed the system of 
classification of nonbanded chromosomes in the An International System for Human 
Cytogenetic Nomenclature handbook [33]. In this system, the relative length for a 
chromosome is defined as the length of that chromosome relative to the sum of all 
chromosomes in a haploid set. Similarly, we defined RTL on a specific chromosome arm as 
the ratio, expressed per thousand, of the fluorescence signal intensity of an individual 
telomere to the sum of all signal intensities from all telomeres in the cell being analyzed. 
To minimize the variation caused by random chromosome loss, cells that had lost more 
than two chromosomes were excluded from this analysis, which limited the level of 
variation to below 5% (2/46). The mean RTL of each specific chromosome arm from each 
individual sample was calculated, and then the mean of means RTL within each of the two 
sample groups (healthy and CML) was generated. We then analyzed RTLs for each 
particular chromosome arm using three different levels of statistical analyses. In the first 
level of analysis, the general distribution of each mean of means of RTLs was compared 
between two groups using the Student t test. In the second level of analysis, we sorted the 
mean of means of RTLs into two groups, long telomeres and short telomeres, only 
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including those RTLs that are not significantly different ( p  >  .05) from the longest or the 
shortest RTL in a given sample group (healthy or CML). Although the RTL at the Yq 
appeared to be the shortest for the CML group and the Yp appeared to be the longest for 
both healthy and CML groups, the numbers of Y chromosomes analyzed were too low and 
resulted in very unequal numbers of RTLs compared with those at other chromosomes, and 
thus, the RTL at the Y chromosome was not counted. In the third level of analysis, for each 
CML case, the proportion of cells that carry long RTL at specific chromosome arms was 
determined by converting each single RTL to a z value [34], The z value is defined as z = 
(x -x) / s, where x represents the value of any single RTL in a given cell, i is the mean 
RTL of all telomeres in this cell, and s is its SD. A z value of 2 was used as a cutoff, so 
that unusually long RTLs (those RTLs that are greater than 2 x SD) would be scored. A 
nonrandom event was thus scored when a z value for an RTL for a given chromosomal arm 
exceeded the cutoff in at least 40% of the analyzed cells. This percentage is derived from 
the commonly used standard of Dewald et al. [35] for clinical genetics laboratories; 
whereas we have previously determined empirically the analytical sensitivity of FISH at 
99% efficiency [32], analysis of at least seven metaphases is sufficient for the detection of 
at least 40% cells carrying the same aberration with a confidence level of 95%. 
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Results 
Comparison of RTLs between Healthy and CML Groups 
Using Q-FISH, we observed that very intense telomeric fluorescence signals that 
recurred at specific chromosome arms in individual CML cases (Figure 1). We calculated 
mean RTLs of each specific telomere for each individual sample and the mean of means of 
RTLs for the healthy sample group and the CML sample group. The results show that the 
mean of means RTLs ranged from 8.72 (17p) to 13.07 (3p) in the healthy sample group and 
from 9.02 (21p) to 14.41 (Xp) in the CML sample group. As a first level of statistical 
analysis, we compared the RTL of each specific telomere in the CML group to its 
counterpart in the healthy group. We found a significant difference (p < .05, t test) between 
the two groups for telomeres on 11 chromosome arms: 4 of them, namely, lq, 21 p, 22p, 
and Yq, were shorter; and 7 of them, namely, 9p, lOp, lip, 12p, 16p, 17p, and 18p, were 





Figure 1. Representative images of telomere FISH in CML cases. 
In each row of images, two cases with long telomeres at the same chromosome arm are 
shown. The names of the chromosome arms are written on the left of images, l ong 
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telomeres with intense fluorescence signals at specific chromosome arms are indicated with 
red arrows in images on the left, and identification of chromosomes with DAPI banding for 
the same cell is shown in black/white images on the right for each case. 
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Table 1. The comparison of the mean of means RTL for each speciflc telomere in the normal and the CML sample 
groups. 
Tel. 
Normal RTL. CML RTL 
-
Tel. 
Normal RTL CML RTL 
-
Mean of means SE Mean of means SE p (Y-test) Mean of means SE Mean of means SE p (/-test) 
IP 11.97 0.35 11.75 0.49 0.716 13p 11.31 0.29 10.86 0.56 0.486 
lq 11.25 0.24 10.24 0.31 0.013 13q 12.47 0.35 12.68 0.56 0.746 
2p 11.65 0.29 11.54 0.40 0.834 14p 11.42 0.35 12.15 0.66 0.335 
2q 9.80 0.23 9.72 0.31 0.837 14q 11.58 0.34 11.42 0.31 0.738 
3p 13.07 0.35 12.81 0.54 0.681 15p 11.36 0.29 11.47 0.63 0.870 
3q 10.91 0.24 11.54 0.43 0.206 I5q 11.16 0.29 10.77 0.22 0.289 
4p 11.11 0.20 11.16 0.29 0.883 16p 9.34 0.22 10.78 0.36 0.001 
4q 12.42 0.37 12.44 0.61 0.983 16q 10.12 0.29 10.32 0.38 0.675 
5p 12.68 0.29 12.82 0.52 0.810 1?P 8.72 0.26 11.13 0.34 <0.001 
5q 10.65 0.28 10.99 0.38 0.480 I7q 9.33 0.27 9.66 0.30 0.423 
6p 10.21 0.30 10.62 0.33 0.365 18p 10.96 0.23 12.71 0.62 0.010 
6q 11.64 0.25 10.96 0.32 0.101 18q 11.40 0.28 11.53 0.48 0.810 
7p 10.57 0.28 10.52 0.33 0.911 19p 9.28 0.39 10.26 0.39 0.078 
7q 12.09 0.27 13.00 1.05 0.403 19q 9.79 0.28 10.00 0.38 0.644 
8p 11.11 0.30 11.59 0.34 0.283 20p 10.86 0.37 11.07 0.34 0.671 
8q 11.07 0.28 10.68 0.32 0.362 20q 9.61 0.34 9.72 0.33 0.818 
9p 10.20 0.24 11.78 0.33 <0.001 21p 11.55 0.34 9.02 0.37 <0.001 
9q 9.95 0.34 10.34 0.35 0.425 21q 10.52 0.43 9.94 0.34 0.294 
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lOp 10.97 0.30 11.97 0.31 0.023 22p 11.46 0.46 9.52 0.48 0.005 
lOq 10.58 0.26 11.52 0.46 0.075 22q 9.11 0.27 9.85 0.30 0.078 
lip - 10.72 0.38- 13.01 0.52 <0.001 Xp . 12.72 0.53 . 14.41 1.16 . 0.191 
l lq  11.51 0.31 11.48 0.33 0.941 Xq 10.15 0.36 11.06 0.42 0.108 
12p 9.44 0.25 11.06 0.37 <0.001 Yp 13.95 0.89 14.47 1.31 0.700 
12q 11.70 0.28 11.87 0.42 0.727 Yq 11.22 1.11 8.32 0.56 0.023 
SE: standard error of the mean; Tel.: telomere. Telomere lengths at some chromosome aims with significant difference between 
normal and CML groups (p < 0.05) are in bold. 
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Next, as a second level of statistical analysis, we found that six RTLs in the healthy 
sample group, namely, 17p, 22q, 19p, 17q, 16p, and 12p, fell into the short category 
because they were not significantly different from the shortest telomere found on 17p (p > 
.05); and five RTLs, namely, 3p, Xp, 5p, 13q, and 4q, fell into the long RTL category 
because they were not significantly different from the longest telomere found on 3p {p > 
.05) (Figure 2A). In the CML sample group, eight RTLs, namely, 21p, 22p, 17q, 20q, 2q, 
22q, 21q, and 19q, fell into the short category when matched against the shortest telomere 
found on 2lp (p > .05); and nine RTLs, namely, Xp, lip, 7 q, 5p, 3p, 18p, 13 q, 4 q, and 
14p, fell in the long category when matched against the longest telomere found on Xp (p > 
.05) (Figure 2B). The shortest RTLs at 12p, 16p, and 17p in the healthy sample group did 
not appear in the short category of the CML sample group. These results are consistent with 
results from the first level of analysis where these chromosome arms in CML sample group 
showed a significant increase of their RTLs (p < 0.001; Table 1) relative to the healthy 
sample group. Conversely, except for the longest RTLs at 7q, lip, 14p, and 18p that 
seemed to be specific to CML, all five long RTLs at 3p, Xp, 5p, 13q, and 4q of the healthy 
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Figure 2. Ranking mean of means RTLs for each chromosome arm in healthy and 
CML sample groups. 
(A) In the healthy sample group, those RTLs falling in the shortest and the longest 
categories are colored in gray. (B) In the CML sample group, those shortest and longest 
RTLs that were observed in the healthy sample group are also colored in gray, but those 
that were found only in the CML sample group are colored in black. Error bars, SEM. In 
the graphs, RTL values are shown on the y axis. RTLs for chromosome arms (Y 
chromosome is not included) are assigned in an ascending manner on the x axis. 
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Long Telomeres at Specific Chromosome Arms 
Because assessing the individual telomere lengths of all the CML cases collectively 
could obscure important information regarding the telomere length profile for each case, we 
performed a third level of analysis by standardizing each sample set to z values to study the 
proportion of cells with long RTLs at specific chromosome arms. Using the z value of 2 as 
a cutoff for scoring long telomeres, we found that the long RTL was a more predominant 
event than the short RTL in CML. These relatively long telomeres showed a nonrandom 
distribution in at least 40% of cells at specific chromosome arms or a specific profile in 
healthy and CML individuals. On the basis of the criteria mentioned previously, we found 
that a total of 20 chromosome arms had long RTLs in 27 of 32 CML cases (Table W1 and 
Figure W1A) versus 15 chromosome arms with long RTLs appeared in 16 of 32 healthy 
samples (Figure W1B). Moreover, we found that 10 long RTLs, namely, 4 q, 5p, 7 q, lip, 
13p, 13 q, 14p, 15p, I8p, and Xp, were more frequently observed than other long RTLs in 
the CML sample group: each of these long RTLs was repeated in at least three cases (Table 
2). S,ix of them, namely, 4q, 5p, 13p, 13q, 14p, and Xp, were defined as "constitutional" 
long RTLs because they were also observed in the healthy sample group (Figure 3), but 
each of them was observed in no more than three healthy cases (Table 2). The remaining 
four long RTLs, namely, 7q, 1 lp, 15p, and 18p, appeared only in CML samples—these we 
defined as "acquired" long telomeres (Table 2 and Figure 4). 
• We further analyzed absolute telomere lengths measured previously by TRF [36] in 
21 CML (Figure W2) and 5 healthy samples with the RTLs measured by Q-FISH in this 
study. Eighteen of the 21 CML and 4 of 5 healthy cases had specific RTLs longer than the 
cutoff detected by Q-FISH (Table W2). We identified some of these samples having very 
sharp bands, larger than the bulk telomere smear in TRF gel (Figure 5A). Ten CML 
samples that showed no obvious large telomeric bands in TRF exhibited lower percentage 
of cells with long RTLs (p < .05; Table W2). For healthy samples, however, no additional 
bands were found in TRF even when long RTLs at specific chromosome arms were 
detected by Q-FISH (Figure 5B). 
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Table Wl: General information of 32 CML samples with scored long telomeres at 
specific chromosome arms. 
Case Age Sex Tissue Long Case Age Sex Tissue Long 
ID télomères ID télomères 
1 45 M PB None 17 45 F BM 14p, 15p 
2 26 F BM 5p, 12p, Xp 18 83 F BM 18p 
3 45 M PB 5p,Xp 19 40 M BM 4q, Xp 
4 45 F BM 5p,13q 20 39 F BM llp 
5' 64 F PB 15p, Xp 21 53 M BM 3p, 18q 
6 18 M PB 1 lp, 12q, 22p 22 32 F PB None 
7* 44 F BM 4q, 15p 23 24 M BM lp, 5p, 13p, Yp 
8 35 F BM None 24 40 F BM 4q 
9 50 F BM 12q 25 27 M BM 3q, 7q, 13q 
10 38 F BM 7q, 13q, 14p 26 35 F BM None 
11 68 F BM None 27 47 M BM 5p, 15p 
12 61 F BM IP 28 30 M BM 7q 
13 44 M PB 13p,18p 29 52 M BM 13q 
14 55 M PB 13q, 14p 30 20 F BM 10q, Xp 
15 33 F BM llp 31 47 M BM 4q, 13p, 20p 
16 57 F BM 1 lp, 18p 32 35 F BM 3p 
All samples were from the chronic phase except case 7, which was in the accelerated 
















• 1 «2 "3 «4 "5 *7 «8 "9 *10 «11 «12 "13 «14 «15 "16 
«17 "18 «19 "20 *21 *22 "23 "24 "25 «26 *27 «28 «29 «30 "31 «32 
lÉnrt ni r I . .  L  I 
mmim i m in 
Chr.: 12 3 11 12 13 14 IS 16 17 18 19 
M 
20 21 j 22 i X Y 
Mttrtir 
• 2 »3 «4 »5 *6 «7 *9 «10 «12 
•13 «14 "15 «16 «17 "18 «19 "20 21 
•23 «24 *25 "27 «28 *29 '30 «31 32 
Figure Wl. Plots of distribution of long RTLs at specific chromosomes for healthy 
and CML sample groups. 
(A) All 32 healthy samples are shown. (B) Twenty-seven of 32 CML samples showing at 
least 40% cells with long telomeres at certain chromosome arms are shown. In each graph, 
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the percentage (y axis) of cells with long telomeres is presented as colored bars (p arms are 
in the upper panel and q arms are in the lower panel, and chromosome numbers are shown 
in the x axis between upper and lower panels). The occurrence of at least 40% of cells 
(marked by dashed red line) containing long RTLs (z values greater than two-fold) at the 
same chromosome arm is defined as a nonrandom event. In CML cases, these long 
telomeres reflect a clonal event. 
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Table 2. Recurrent long RTLs in the CML and the normal samples. 
CML Normal 
Chr. Case Mean RTL SE % of cells Case Mean RTL SE % of cells 
arms ID for the case over cutoff ID for the case over cutoff 
4q 7 17.20 1.67 60 8 15.19 1.46 40 
19 25.86 4.29 80 19 16.90 2.58 40 
24 18.77 2.21 73 31 13.97 2.13 40 
31 15.59 1.58 73 
5p 2 16.98 2.03 40 1 14.84 1.78 40 
• 3 21.81 2.22 53 2 14.07 1.60 50 
4 14.42 2.15 40 7 14.50 1.42 40 
23 14.02 1.19 45 
27 19.06 2.60 80 
7q 10 22.91 3.07 91 None 
• 25 18.81 2.05 70 
28 41.18 6.75 94 
lip 6 14.99 1.49 62 None 
15 21.19 3.87 75 
16 15.84 1.88 44 
, 
20 22.04 4.29 71 
13p 13 22.42 3.85 89 12 14.47 1.52 44 
23 15.61 1.34 45 
31 14.76 1.79 64 
13q 4 17.67 2.85 40 30 14.77 1.78 40 
10 21.94 3.63 73 
14 22.50 4.64 88 
25 14.97 1.80 60 
29 14.23 1.71 40 
14p 10 19.32 1.91 64 21 15.77 2.91 40 
14 25.63 2.20 75 
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17 18.38 2.23 55 
15p 5 17.06 2.12 40 None 
7 16.62 1.73 53 
i 17 22.77 2.70 82 
27 13.66 1.89 40 
18p 13 16.69 1.56 44 None 
16 19.41 1.59 44 
18 19.94 2.34 50 
Xp 2 19.03 3.07 80 1 23.32 4.28 60 
3 46.18 3.41 87 7 17.01 1.20 40 
5 15.47 1.82 50 
19 20.24 3.38 40 
30 15.68 1.22 50 
Chr.: chromosome. Ten chromosome arms with long RTL were found recurrently in the 
CML group, each of which was scored at least three cases. Six of these long RTLs, 4q, 5p, 
13p, 13q, 14p and Xp were commonly observed in both CML and normal sample groups. 
All of the tabulated RTLs had z-values greater than 2-fold and were counted in at least 40% 
of cells. 
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Figure 3. Dot plots for z value analysis of "constitutional" long RTLs. 
Six specific chromosome arms, 5p, Xp, 4q, 13p, 13q, and 14p (from top to bottom panel), 
with long telomeres were observed in both healthy (left images) and CML (right images) 
169 
samples. Note: Each dot represents a cell with a specific RTL. Dashed red lines indicate the 
cutoff (z value of 2) for detection of long telomeres. The chromosome numbers are 
indicated on the x axis, and z values are on the y axis. It is considered a nonrandom event 
when at least 40% cells (covered in dashed red circles) contain long telomeres at the same 
chromosome arms. The same description of terms and symbols in the dot plots applies for 
the next two figures. 
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Figure 4. Dot plots for z value analysis of "acquired" long RTLs. 
Four specific chromosome arms, 7q, 1 lp, 15p, and 18p, with long telomeres were observed 
specifically in CML samples. The dot plots on the left of each panel show the z value 
analyzed for short arms (p) and the dot plots on the right of each panel show the z value 
analyzed for the long arms (q). 
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Figure W2. Telomere lengths examined with TRF in 21 CML and 5 healthy samples. 
(A) Some CML samples show uncommon telomerefragments, which appear as fuzzy or 
sharp telomeric DNA bands in a greater physical length (pointed with arrows) distinct from 
those short telomere fragments that are distributed as smears in the gel. (B) The TRF results 
for five healthy samples are shown, and no additional telomeric DNA bands can be seen 
even in the cases that some long RTLs were observed at specific chromosome arms in 40% 
or more of cells, for example, Xp in the case 1, 9q in the case 3,6q in the case 4, and 22p in 
the case 30. The case ID is on the top of each lane of the panels, and the molecular markers 
(M) in kilobasepair are labeled at the left side of the panels. Note: Images in this figure are 
cropped from different times of TRF tests. They are reorganized by the order of ID 
numbers and aligned by the size markers as the ones shown in the left lanes. It is to show 
the presence or absence of additional DNA bands as long telomeres for different samples in 
the gel. 
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Table W2: Comparison of long RTLs between CML cases with and without additional 
distinct DNA bands in TRF. 
With additional telomere 
bands Without additional telomere bands 
Case Chr. % of cells with the Case Chr. % of cells with the 
ID arms RTL longest RTL ID arms RTL longest RTL 
3 Xp 46.2 87 2 Xp 19.0 80 
10 7q 22.9 91 4 13q 17.7 40 
12 IP 20.1 50 5 15p 17.1 40 
13 13p 15.6 89 6 12q 18.7 54 
15 l ip  21.2 75 7 15p 16.6 53 
16 18p 19.4 44 9 12q 15.1 42 
17 15p 22.8 82 14 14p 25.6 75 
21 3p 26.9 100 18 18p 19.9 50 
• 19 4q 25.9 80 
20 l ip  22.0 71 
The longest RTLs detected by Q-FISH in 18 CML samples are classified into two groups 
according to the visibility of additional bands of the long telomeric DNA in TRF tests. It 
shows that these additional bands in TRF are significantly associated with the percentage of 
cells (p < 0.05, Mest) but not with the value of RTL (p = 0.17, /-test) for the longest 
telomere in each sample detected by Q-FISH. 
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Figure 5. Correlation between Q-FISH, z value of RTLs and TRF for long telomeres. 
(A) Shown are three representative CML cases. Long telomeres at specific chromosome 
arms (highlighted by arrows) were detected by Q-FISH (left panel). The z values of Q-
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FISH results (middle panel) showing those cells with long telomeres at specific 
chromosome arms (spots covered by dashed red circles) strongly correlate with the TRF 
results (right panel). The TRF detected long telomeric DNA bands (red arrows) are distinct 
frord the main smear of telomeric fragments. Kilobasepair sizes are shown for molecular 
markers and distinct long telomere bands. (B) Representative healthy sample showing 
intense telomere signals at 5p and Xp in a metaphase using Q-FISH (left panel). This result 
is confirmed by z value analysis of RTLs (middle panel). The TRF assay (right panel) 




Instead of the measurement of the average telomere length from all telomeres in 
millions of cells with the TRF in most studies, Q-FISH measures telomere fluorescence 
intensity on the bases of each specific chromosome arm in a single dividing cell (Figure 1). 
Therefore, Q-FISH-based individual RTL, which is derived from the proportion of each 
individual telomere length in the total telomere lengths of a particular cell, is more suitable 
to detect the altered distribution of telomere lengths at specific chromosome arms in each 
cell. It allows a unified system that can benefit cross-platform comparisons of 
chromosome-specific telomere lengths among different individuals and samples being 
investigated in different laboratories. The analysis of the RTL refined by a variety of 
statistical methods has enabled us to establish a profile of individual telomere lengths for 
both'healthy and CML sample groups. 
It has been noticed that specific chromosome arms might have propensity for 
certain telomere lengths, suggesting the existence for chromosome-specific factors involved 
in telomere length regulation [21-25]. Our findings of RTLs in healthy cells are consistent 
with other reports. The telomeres at 3p, 4q, 5p, 13q, and Xp that fall into the long telomere 
category in our healthy sample group (Figure 2A) are very similar to previous reports from 
others. Indeed, using a different method, Martens et al. categorized telomeres at 3p, 4q, and 
Xp as the longest telomeres [20], whereas Graakjaer et al. [37], using a similar approach to 
us, ranked telomeres at 3p, 4q, 5p, and Xp as the longest telomeres in healthy individuals. 
We also found that the RTLs of 17p, 12p, and 16p, which appeared in our short telomeres 
category (Table 1), and the shortest status of telomeres found on 17p and 12p are in 
agreement with one report [20] but less consistent with another report [37]. This suggests 
that long telomeres might share a common profile, implicating a higher involvement of the 
chromosome-specific factors in telomere length regulation comparing to short telomeres 
that show a variable distribution in human except for 17p and 12p. 
The shortest telomere 17p in the healthy population was previously suggested to be 
associated with human cancers, because the p53 gene and other potential tumor-suppressor 
genes are located on 17p [20,38]. This so far remains unproven. In our CML sample group, 
RTLs of 17p, 12p and 16p were significantly longer than their healthy counterparts (p < 
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0.001; Table 1), although they did not rank as "long" in CML. The increase in length of 
these RTLs in CML means that short telomeres at these chromosome arms might be kept in 
check by mechanisms of telomere length maintenance. Although biased elongation of short 
telomeres through either a telomerase-dependent or recombination-based mechanism has 
previously been reported in yeast and mouse models [39,40], only recently has this event 
been observed in human cells [28], notably for short telomeres on 17p and Xp/Yp. 
However, these results were observed in cell lines that were transduced with components of 
telomerase, such as the telomerase reverse transcriptase (hTERT). They might have 
undergone many cell divisions in vitro and thus may only reflect the result of late stage of 
cell proliferation. In CML, however, loss of 17p due to the formation of isochromosome 
17q is frequently observed in the blastic crisis stage. This appearance may imply that one of 
homologous 17p with the long telomere could play a role to protect the remaining copies of 
essential genes on this chromosome during the late stage of the disease. In short, telomere 
length homeostasis, often seen as a preference by telomerase for short telomeres in vitro, 
might not reflect what occurs in vivo especially in a disease state like CML. 
Our detailed analysis of telomere length distribution at the cellular level revealed 
the presence of a clonal event exhibiting long telomeres at specific chromosome arms in 
CML samples. Ten chromosome arms with long RTLs were recurrently observed in at least 
three CML cases (Table 2); six of them (4q, 5p, 13p, 13q, 14p, and Xp) also represented 
long RTLs in healthy samples in lower frequencies (Table 2 and Figure 3), which we 
termed constitutional long telomeres. The remaining four long RTLs (7q, lip, 15p, and 
18p) were specific only to CML samples, which were defined as acquired long telomeres 
(Table 2 and Figure 4). Some of these long telomeres were not simple relatively long but 
were long in absolute terms, as demonstrated by TRF experiments (Figure 5 and Figure 
W2): This finding suggests that some chromosome arm-specific telomeres that were 
originally long in the premalignant state may have undergone preferential elongation once 
leukemia has initiated, a fail safe mechanism kicks in, which protects the cell from the 
erosion of chromosomal ends that occurs during excessive cell proliferation. Two particular 
telomeres, Xp and 5p, stand out in this regard. In CML, significantly longer Xp and 5p 
telomeres were observed at higher frequency in comparison to the healthy group. It is 
known that only one X chromosome is transcriptionally active in mammalian cells, whereas 
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the other is silent, a process known as X chromosome inactivation [41]. Thus, there is 
added incentive for the cell to protect the single active X chromosome from telomere 
shortening. And this is precisely what was observed previously: the rate of telomere 
shortening in the inactivated X chromosome is higher than that observed for the active X 
chromosome [42]. In the case of chromosome arm 5p, it was determined that the gene 
encoding hTERT, the main component of telomerase, is located at the very end of 
chromosome 5p (5pl5.33) [43,44]. It thus raises the possibility that telomere position 
effects could be involved in the regulation of the hTERT gene because genes placed near 
the long telomeres are often repressed [43]. This could be essential in normal cells because 
the expression of hTERT might be downregulated by the long telomere of 5p and thus 
ensure the normal telomere shortening to initiate cell senescence. However, these long 
telomeres in leukemia seem associated with unregulated cellular proliferation as we 
observed at CP of CML samples. This phenomenon remains an interesting subject for 
further study on what mechanisms are involved in the selective telomere maintenance and 
what roles these specific long telomeres play in leukemia cells. 
The acquired long telomeres observed only in the CML group might correlate with 
frequently observed chromosome abnormalities in many types of leukemia, for example, 
deletion of chromosome 7 or 7q and rearrangement of chromosome 11 [45-48]. A study of 
a case of acute lymphoblastic B-cell leukemia demonstrated a clear association between the 
presence of Ph-positive cells and telomere elongation on one homologous llq and that 
elongation of this telomere could be before the generation of the Ph chromosome [49]. 
Therefore, specific telomere lengthening served as a marker for clonal selection. A recent 
study confirmed that telomeres on both arms of chromosome 7 in cells displaying 
monosomy 7 were longer when compared with cells with normal karyotypes in patients 
with myelodysplastic syndrome (MDS) [50]. From these studies and our findings in CML, 
we propose that these long telomeres might influence on cellular fate by protecting specific 
chromosomes, conferring a proliferative advantage or tumorigenic properties to specific 
cells, resulting in clonal expansion and the associated disease state. 
Telomere shortening has been shown as one of the stress triggers of cellular 
senescence through a pathway that involves ATM, p53, and p21 [51]. In a previous study 
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using human senescent fibroblasts, it was proposed that telomere-initiated senescence 
reflects a DNA damage checkpoint response that is activated with a direct contribution 
from dysfunctional telomeres [52]. As observed by Zou et al. [53] in cultured BJ 
fibroblasts, chromosome-specific short telomeres were associated with telomere-initiated 
senescence at near-senescent stage (PD 83). We found an overlap between the shortest 
telomeres in CML and senescent BJ cells, such as 21p; other short telomeres we identified 
were specific for our CML samples. In Zou's study, they have also identified telomeres that 
were rarely shortened that are mostly consistent with the constitutional and acquired long 
telomeres that we observed in CML (e.g., 5p, 7q, lip, 13q, 17p, etc.). The similarities 
between our measurements and Zou's indicate that the change in telomere length is indeed 
not a random choice; whereas the difference between the telomere profiles of CML and 
senescent BJ cells suggests that there might be key chromosomes required for bypassing 
the cellular senescence during malignant transformation, if not due to the difference in cell 
type alone. Because some of these long telomeres were also observed in normal cell 
populations and that they appeared mostly at CP in CML, we speculate that this clonal 
event of specific telomere maintenance might have occurred at an early stage of 
leukemogenesis. If it is confirmed later, this new event could serve as an indicator to 
investigate susceptible or risk factors of tumor- and aging-related diseases in human. 
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Supplemental data 
Preparation of Samples 
Specimens of cryopreserved blood/bone marrow from 22 CML patients were 
obtained from the Québec Leukemia Cell Bank, and cytogenetic slides from 10 CML 
patients were obtained from the Center for Stem Cell Research and Application of Union 
Hospital in Huazhong University of Science and Technology (China). All CML samples 
(13 males and 19 females; median age, 44 years) carrying Ph chromosome were taken from 
patients at diagnosis. Except for one patient who was in the clinically defined accelerated 
phase (AP), all others were in chronic phase (CP). About 5 to 10 million cells of each 
sample from the Cell Bank were cultured in a 5-ml Marrow Max medium (Invitrogen, 
Ontario, Canada) containing 20% fetal bovine serum for 48 hours. For controls, metaphases 
obtained from lymphoblasts that were stimulated by phytohemagglutinin from 72-hour 
cultured peripheral blood were obtained from 32 healthy individuals (11 males and 21 
females; median age, 30 years). After harvesting, the cells were suspended in a 
methanol/acetic acid (3:1) fixative solution, and 10 jo-1 of fixed nuclear suspension was 
spread onto cleaned slides in a modified environmental control unit Thermotron (CDS-5, 
Amsterdam, Holland), where temperature and relative humidity remained constant at 22°C 
and 55%, respectively. 
Assessment of Physical Telomere Length with TRF 
The physical telomere length was measured using the Telo-TAGGG Telomere 
Length Assay kit (Roche Applied Science, CA) following the manufacturer's protocol. 
Briefly, DNA was extracted using the standard method of phenol-chloroform, and 1.5 jig of 
DNA was digested using Hinfl and Ras restriction enzymes. The digested DNA was run in 
electrophoresis with 0.7% agarose gel and then transferred on a nylon membrane. The 
membrane was hybridized with digoxigenin-labeled (CCCTAA)3 DNA probe and exposed 
to an x-ray film. The telomere size was measured with Image J software (National Institutes 
of Health, Bethesda, MD). 
180 
Acknowledgments 
The authors thank Robert Nadon and Yifei Yan for the important assistance in data 
analysis. The authors also thank Régen Drouin and Raymund Wellinger for their important 
comments and suggestions for this work, and Abba Malina for thoroughly and carefully 
editing the article. 
This study was supported by Fonds de la Recherche en Santé du Québec (no. 5698), 
the Cancer Research Society (no. 15112), and the Fondation des étoiles from the Centre de 
Recherche Clinique Etienne LeBel (no. N/A). 
181 
References 
[1] Ancelin K, Brun C, Gilson E (1998). Role of the telomeric DNA-binding protein TRF2 
in the stability of human chromosome ends. Bioessays 20: 879-883. 
[2] Blackburn EH (2005). Telomeres and telomerase: their mechanisms of action and the 
effects of altering their functions. FEBS Lett 579: 859-862. 
[3] Chong L, van Steensel B, Broccoli D, Erdjument-Bromage H, Hanish J, Tempst P, de 
Lange T (1995). A human telomeric protein. Science 270: 1663-1667. 
[4] Gilson E, Segal-Bendirdjian E (2010). The telomere story or the triumph of an open-
minded research. Biochimie 92: 321-326. 
[5] van Steensel B, Smogorzewska A, de Lange T (1998). TRF2 protects human telomeres 
from end-to-end fusions. Cell 92: 401-413. 
[6] Watson JD (1972). Origin of concatemeric T7 DNA. Nat New Biol 239: 197-201. 
[7] Hayflick L, Moorhead PS (1961). The serial cultivation of human diploid cell strains. 
Exp Cell Res 25: 585-621. 
[8] Olovnikov AM (1973). A theory of marginotomy. The incomplete copying of template 
margin in enzymic synthesis of polynucleotides and biological significance of the 
phenomenon. J Theor Biol 41: 181-190. 
[9] Shay JW, Roninson IB (2004). Hallmarks of senescence in carcinogenesis and cancer 
therapy. Oncogene 23: 2919-2933. 
[10] Shay JW, Wright WE (2010). Telomeres and telomerase in normal and cancer stem 
cells. FEBS Lett doi:10.1016/j.febslet.2010.05.026 (In press). 
[11] Cristofari G, Lingner J (2006) The Telomerase Ribonucleoprotein Particle In: de Lang 
T, Lundblad V, Blackburn E, editors. Telomeres. Second ed. New York: John Inglis. pp. 
21-47. 
[12] Shay JW, Bacchetti S (1997). A survey of telomerase activity in human cancer. Eur J 
Cancer 33: 787-791. 
[13] Greider CW (1998). Telomerase activity, cell proliferation, and cancer. Proc Natl Acad 
Sci U S A 95: 90-92. 
[14] Shay JW, Wright WE (2006). Telomerase therapeutics for cancer: challenges and new 
directions. Nat Rev Drug Discov 5: 577-584. 
[15] Ohyashiki JH, Sashida G, Tauchi T, Ohyashiki K (2002). Telomeres and telomerase in 
hematologic neoplasia. Oncogene 21: 680-687. 
[16] Boultwood J, Fidler C, Shepherd P, Watkins F, Snowball J, Haynes S, Kusec R, 
Gaiger A, Littlewood TJ, Peniket AJ, Wainscoat JS (1999). Telomere length shortening is 
associated with disease evolution in chronic myelogenous leukemia. Am J Hematol 61: 5-9. 
182 
[17]' Brummendorf TH, Balabanov S (2006). Telomere length dynamics in normal 
hematopoiesis and in disease states characterized by increased stem cell turnover. 
Leukemia 20: 1706-1716. 
[18] Engelhardt M, Mackenzie K, Drullinsky P, Silver RT, Moore MA (2000). Telomerase 
activity and telomere length in acute and chronic leukemia, pre- and post-ex vivo culture. 
Cancer Res 60: 610-617. 
[19],Terasaki Y, Okumura H, Ohtake S, Nakao S (2002). Accelerated telomere length 
shortening in granulocytes: a diagnostic marker for myeloproliferative diseases. Exp 
Hematol 30: 1399-1404. 
[20] Martens UM, Zijlmans JM, Poon SS, Dragowska W, Yui J, Chavez EA, Ward RK, 
Lansdorp PM (1998). Short telomeres on human chromosome 17p. Nat Genet 18: 76-80. 
[21] Londono-Vallejo JA, DerSarkissian H, Cazes L, Thomas G (2001). Differences in 
telomere length between homologous chromosomes in humans. Nucleic Acids Res 29: 
3164-3171. 
[22] Stewart SA, Hahn WC, O'Connor BF, Banner EN, Lundberg AS, Modha P, Mizuno H, 
Brooks MW, Fleming M, Zimonjic DB, Popescu NC, Weinberg RA (2002). Telomerase 
contributes to tumorigenesis by a telomere length-independent mechanism. Proc Natl Acad 
SciUS A 99: 12606-12611. 
[23] Perrem K, Colgin LM, Neumann AA, Yeager TR, Reddel RR (2001). Coexistence of 
alternative lengthening of telomeres and telomerase in hTERT-transfected GM847 cells. 
Mol Cell Biol 21: 3862-3875. 
[24] Desmaze C, Soria JC, Freulet-Marriere MA, Mathieu N, Sabatier L (2003). Telomere-
driven genomic instability in cancer cells. Cancer Lett 194: 173-182. 
[25] Slijepcevic P (1998). Telomere length regulation~a view from the individual 
chromosome perspective. Exp Cell Res 244: 268-274. 
[26] •Cristofari G, Lingner J (2006). Telomere length homeostasis requires that telomerase 
levels are limiting. EMBO J 25: 565-574. 
[27] HugN, Lingner J (2006). Telomere length homeostasis. Chromosoma 115: 413-425. 
[28] Britt-Compton B, Capper R, Rowson J, Baird DM (2009). Short telomeres are 
preferentially elongated by telomerase in human cells. FEBS Lett 583: 3076-3080. 
[29] Rowley JD (1973). Letter: A new consistent chromosomal abnormality in chronic 
myelogenous leukaemia identified by quinacrine fluorescence and Giemsa staining. Nature 
243: 290-293. 
[30] Druker BJ, Guilhot F, O'Brien SG, Gathmann I, Kantaijian H, Gattermann N, 
Deininger MW, Silver RT, Goldman JM, Stone RM, Cervantes F, Hochhaus A, Powell BL, 
Gabrilove JL, Rousselot P, Reiffers J, Comelissen JJ, Hughes T, Agis H, Fischer T, 
Verhoef G, Shepherd J, Saglio G, Gratwohl A, Nielsen JL, Radich JP, Simonsson B, Taylor 
183 
K, Baccarani M, So C, Letvak L, Larson RA (2006). Five-year follow-up of patients 
receiving imatinib for chronic myeloid leukemia. N Engl J Med 355: 2408-2417. 
[31] Lansdorp PM, Verwoerd NP, van de Rijke FM, Dragowska V, Little MT, Dirks RW, 
Raap AK, Tanke HJ (1996). Heterogeneity in telomere length of human chromosomes. 
Hum Mol Genet 5: 685-691. 
[32] 'Yan J, Chen BZ, Bouchard EF, Drouin R (2004). The labeling efficiency of human 
telomeres is increased by double-strand PRINS. Chromosoma 113: 204-209. 
[33] ISCN (2009).An International System for Human Cytogenetic Nomenclature; Shaffer 
L, Slovak M, Campbell L, editors. Basel: S. Karger. 
[34] McClave J, Dietrich F, Sincich T (1997). Statistics. New Jersey: Pretice-Hall, Inc. 
[35] Dewald G, Stallard R, A1 Saadi A, Arnold S, Bader PI, Blough R, Chen K, Elejalde 
BR, Harris CJ, Higgins RR, Hoeltge GA, Hsu WT, Kubic V, McCorquodale DJ, Micale 
MA, Moore JW, Phillips RM, Scheib-Wixted S, Schwartz S, Siembieda S, Strole K, 
VanTuinen P, Vance GH, Wiktor A, Zinsmeister A, et al. (1998). A multicenter 
investigation with interphase fluorescence in situ hybridization using X- and Y-
chromosome probes. Am J Med Genet 76: 318-326. 
[36] Samassekou O, Ntwari A, Hebert J, Yan J (2009). Individual telomere lengths in 
chronic myeloid leukemia. Neoplasia 11:1146-1154. 
[37] Graakjaer J, Bischoff C, Korsholm L, Holstebroe S, Vach W, Bohr VA, Christensen 
K, Kolvraa S (2003). The pattern of chromosome-specific variations in telomere length in 
humans is determined by inherited, telomere-near factors and is maintained throughout life. 
Mech Ageing Dev 124: 629-640. 
[38] Xing J, Ajani JA, Chen M, Izzo J, Lin J, Chen Z, Gu J, Wu X (2009). Constitutive 
short telomere length of chromosome 17p and 12q but not 1 lq and 2p is associated with an 
increased risk for esophageal cancer. Cancer Prev Res (Phila Pa) 2: 459-465. 
[39] Teixeira MT, Arneric M, Sperisen P, Lingner J (2004). Telomere length homeostasis is 
achieved via a switch between telomerase- extendible and -nonextendible states. Cell 117: 
323-335. 
[40] Zhu L, Hathcock KS, Hande P, Lansdorp PM, Seldin MF, Hodes RJ (1998). Telomere 
length regulation in mice is linked to a novel chromosome locus. Proc Natl Acad Sci U S A 
95: 8648-8653. 
[41] Lyon MF (1961). Gene action in the X-chromosome of the mouse (Mus musculus L.). 
Nature 190: 372-373. 
[42] Surralles J, Hande MP, Marcos R, Lansdorp PM (1999). Accelerated telomere 
shortening in the human inactive X chromosome. Am J Hum Genet 65: 1617-1622. 
[43] Shay JW, Wright WE (2000). Implications of mapping the human telomerase gene 
(hTERT) as the most distal gene on chromosome 5p. Neoplasia 2: 195-196. 
184 
[44] Bryce LA, Morrison N, Hoare SF, Muir S, Keith WN (2000). Mapping of the gene for 
the human telomerase reverse transcriptase, hTERT, to chromosome 5p 15.33 by 
fluorescence in situ hybridization. Neoplasia 2: 197-201. 
[45] Johnson E, Cotter FE (1997). Monosomy 7 and 7q~associated with myeloid 
malignancy. Blood Rev 11: 46-55. 
[46] De Braekeleer E, Meyer C, Douet-Guilbert N, Morel F, Le Bris MJ, Berthou C, 
Arnaud B, Marschalek R, Ferec C, De Braekeleer M (2010). Complex and cryptic 
chromosomal rearrangements involving the MLL gene in acute leukemia: a study of 7 
patients and review of the literature. Blood Cells Mol Dis 44: 268-274. 
[47] Yan J, Whittom R, Delage R, Drouin R (2003). A unique clone involving multiple 
structural chromosome rearrangements in a myelodysplastic syndrome case. Cancer Genet 
Cytogenet 140: 138-144. 
[48] Yan J, Zhang XX, Fetni R, Drouin R (2001). Trisomy 8 and monosomy 7 detected in 
bone marrow using primed in situ labeling, fluorescence in situ hybridization, and 
conventional cytogenetic analyses. A study of 54 cases with hematological disorders. 
Cancer Genet Cytogenet 125: 30-40. 
[49] Krejci K, Stentoft J, Koch J (1999). Molecular cytogenetics investigation of the 
telomeres in a case of Philadelphia positive B-ALL with a single telomere expansion. 
Neoplasia 1: 492-497. 
[50] Lange K, Holm L, Vang Nielsen K, Hahn A, Hofmann W, Kreipe H, Schlegelberger 
B, Gohring G (2010). Telomere shortening and chromosomal instability in myelodysplastic 
syndromes. Genes Chromosomes Cancer 49: 260-269. 
[51] Herbig U, Jobling WA, Chen BP, Chen DJ, Sedivy JM (2004). Telomere shortening 
triggers senescence of human cells through a pathway involving ATM, p53, and p21(CIPl), 
but notpl6(INK4a). Mol Cell 14: 501-513. 
[52] d'Adda di Fagagna F, Reaper PM, Clay-Farrace L, Fiegler H, Carr P, Von Zglinicki T, 
Saretzki G, Carter NP, Jackson SP (2003). A DNA damage checkpoint response in 
telomere-initiated senescence. Nature 426: 194-198. 
[53] Zou Y, Sfeir A, Gryaznov SM, Shay JW, Wright WE (2004). Does a sentinel or a 
subset of short telomeres determine replicative senescence? Mol Biol Cell 15: 3709-3718. 
Chapitre 2 : 
Étude de l'architecture nucléaire des télomères, de la longueur des 
télomères individuels et des mécanismes de leur maintien dans la leucémie 
myéloïde chronique 
Article 4 : 
The alternative lengthening of telomeres is an active mechanism in primary leukemia 
cells of the chronic myeloid leukemia 
Oumar Samassekou1, Abba Malina2, Josée Hébert3, Ju Yan1* 
(1) Division of Genetics, Department of Pediatrics, Faculty of Medicine and Health 
Sciences, Université de Sherbrooke, 3001,12th Avenue North, Sherbrooke, QC, J1H 5N4, 
Canada. 
(2) Department of Biochemistry, McGill University, 3655 Promenade Sir William Osier, 
Montreal, Quebec, H3G 1Y6, Canada 
(3) 0uebec Leukemia Cell Bank, Centre de Recherche Guy-Bernier, Hôpital Maisonneuve-
Rosemont, 5415 Boul. de l'Assomption, Montréal QC, HIT 2M4,Canada. 
Running title: Mechanisms of telomere maintenance in CML 
Cet article a été soumis dans la revue Cancer Research 
Ma contribution dans le travail 
J'ai fait la conception expérimentale, effectué toutes les expériences, analysé les données et 
écrit la première version complète de l'article. 
188 
Résumé 
La télomérase est le mécanisme le plus fréquemment utilisé par les cellules 
cancéreuses pour maintenir leurs télomères. Cependant, dans environ 10 % des tumeurs, la 
longueur des télomères est maintenue malgré une absence de l'activité de la télomérase, et 
cela est en partie dû au mécanisme d'allongement alternatif des télomères (ALT). Nous 
avons étudié le mécanisme ALT dans 24 échantillons provenant de patients souffrant de 
leucémie myéloïde chronique (LMC) en phase chronique et nous avons trouvé que le 
mécanisme ALT était impliqué dans le maintien des télomères dans 11/24 (46%) des 
échantillons. La présence de cercles télomériques extra chromosomiques, qui sont 
caractéristiques du mécanisme ALT, nous a permis de détecter le mécanisme ALT. La 
présence de ce mécanisme dans les cellules de la LMC est assez surprenante étant donné de 
sa rareté dans la plupart des tumeurs. En plus, nous avons trouvé parmi les 11 échantillons 
présèntant les cercles télomériques que trois d'entre eux avaient une activité élevée de la 
télomérase. Ce qui suggérait la coexistence du mécanisme ALT et de la télomérase dans le 
maintien de la longueur des télomères dans la LMC. En tenant compte des données 
antérieures sur l'activité élevée de la télomérase au cours de la phase blastique de la LMC, 
nous proposons le mécanisme ALT ou sa combinaison avec la télomérase comme les 
mécanismes responsables du maintien des télomères aux stades précoces de la LMC. Ces 
données apportent de nouvelles perspectives quant au maintien des télomères dans les 
leucémies et elles soulignent l'importance de rechercher le mécanisme ALT au début d'une 
pathologie tumorale, étant donné que sa présence pourrait être déterminante pour 
l'efficacité d'un traitement anti-télomérase. 
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Abstract 
The predominant mechanism by which human tumors maintain telomere length is 
via telomerase. In -10% of tumor samples, however, telomere length is conserved, despite 
no detectable telomerase activity, in part through activation of the alternative lengthening 
of telomeres (ALT) pathway. In our study of 24 chronic myeloid leukemia (CML) patients 
in chronic phase (CP), we found that the ALT pathway is involved in telomere maintenance 
in 11 out of 24 samples (46%), as evidenced by the presence of the circular extra-
chromosomal telomeric repeat (ECTR), a specific hallmark of ALT. The prevalence of 
ALT in CML cases is quite striking given the rarity of this mechanism for telomere 
elongation in most tumors. Even more unusual, we found that three out of these 11 samples 
(27%) also exhibited strong telomerase activity, suggesting the existence for both ALT and 
telomerase-dependant telomere extension mechanisms in CML. Given the fact that high 
telomerase activity has been previously detected in late-stage blastic crisis phase (BP) CML 
samples, we speculate that ALT or the combined activities of ALT and telomerase might be 
required for the early stages of leukemogenesis. This finding sheds new light into the 
mechanisms responsible for the maintenance of telomere length in leukemia and 
underscores the importance for looking for ALT early on in disease, given that its detection 
will ultimately determine the effectiveness of anti-telomerase-based treatment protocols. 
190 
Introduction 
Telomeres are long tandem array of TTAGGG bases associated with specialized 
nucleoprotein complexes localized at the physical ends of linear eukaryotic chromosomes 
that maintain the stability and the integrity of chromosomes (1). Normal somatic cells 
undergo a finite number of cell divisions. Each successive round of replication 
progressively shortens telomeres and once they reach a critical length they trigger a 
permanently differentiated cellular state termed replicative senescence. When cells become 
"transformed", either by mutations or by viral oncogenes, the mechanisms limiting cell 
replication become inactivated and, as a consequence, telomeres shorten beyond a stable 
threshold, pushing these cells into crisis and death. Those cells that do survive and continue 
to replicate now have activated telomerase, an RNA-dependent DNA polymerase that 
specifically elongates telomere length and thus stabilizing chromosome ends (2). Chronic 
myeloid leukemia (CML) is a malignant and clonal hematopoietic stem cell disorder 
characterized by overproduction of myeloid cells and a specific cytogenetic marker, the 
Philadelphia (Ph) chromosome, a balanced reciprocal translocation between chromosomes 
9 and 22, t(9;22)(q34;ql 1.2) (3). Without effective therapy, CML irremediably progresses 
through three phases: chronic (CP), accelerated (AP), and blast crisis (BP) phases. Like 
most cancer cells, the average length of telomeres of CML cells are shorter than that of 
normal cells and this telomere shortening is more pronounced during disease progression 
(4), despite the fact that in the later stages of CML telomerase is highly expressed (5). In 
our recent study on individual telomere length in CML, we found that although global 
telomere lengths in CML patient samples were shorter than normal, they do harbor 
distinctly long chromosome-specific telomeres (6), suggesting a unique signature of 
telomere length heterogeneity. 
We hypothesized that this heterogeneity is probably not only due to telomerase 
activity (which has little bias in chromosome ends) but through the alternative lengthening 
of telomeres (ALT) pathway. ALT occurs in about 10% of human tumors (7) and uses 
homologous recombination (HR) mediated replication to specifically elongate telomeres, 
which often results in different sizes of telomeres (8). In the present study, we show direct 
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evidence for the involvement of ALT in CML and that ALT mediated telomere regulation 
occurs in CML at a much higher frequency than previously thought. 
Materials and methods 
Primary leukemia cells from blood or bone marrow of 24 CML patients in chronic 
phase (CP) were obtained from the Quebec Leukemia Cell Bank (Research Centre, Hôpital 
Maisonneuve-Rosemont, Montreal, Quebec, Canada). The diagnoses for all patients were 
confirmed by the presence of the Philadelphia (Ph) chromosome as the sole abnormality 
using conventional cytogenetics and fluorescence in situ hybridization (FISH) techniques 
before any specific treatment in the host hospital. Telomerase activity was measured in 
triplicate for each sample using the Quantitative Telomerase Detection Kit (Allied Biotech 
Inc., Germantown, MD, USA). Telomerase activity of each CML sample was expressed as 
fold-increase to the average telomerase activity of three normal samples. An arbitrary 
cutoff to differentiate low telomeraseactivity from high telomerase activity was defined as 
the lower bound of the 95% confidence interval of the average fold-increase calculated 
from all CML samples. In order to assess the involvement of ALT in these CML samples 
we scored for the presence of circular ECTR by resolving telomeric-C and/or -G strands 
using 2D gel electrophoresis following a protocol previously reported by others (9) with 
minor modifications. Briefly, genomic DNA was extracted from cryopreserved blood or 
bone marrow of all CML samples and digested with Hinfl and Rsal (New England Biolabs, 
Ont, Canada). The digested DNA was electrophoresed in the first dimension on a 0.4% 
agarose gel at 1 V/cm and at 4°C for a period of about 20 hours. Then, gel slabs from 
apprppriate lanes were excised and run in a 1% agarose gel in the second dimension at 5 
V/cm and at 4°C for a period of about 10 hours, which depended upon the gel apparatus 
used and the size of the specific telomere under study. The DNA was subsequently blotted 
onto nylon membrane in 20X SSC. The hybridization and detection of the telomeric DNA 
were accomplished by following our previous terminal restriction fragment (TRF) protocol 
(6) using digoxigenine labeled (CCCTAA)3 and (TTAGGG)3 probes (IDT, San Jose, CA) 
to detect the telomeric G- and C-strands, respectively. Individual telomere lengths were 
measured previously in 20 out of these 24 CML samples using quantitative fluorescence in 
situ hybridization (Q-FISH) (10). The relative telomere length (RTL) at each specific 
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chromosome arm was defined as the ratio of the fluorescence signal intensity of an 
individual telomere to the sum of all signal intensities from all telomeres in the cell being 
analyzed. A long chromosome-specific RTL was counted as a nonrandom event when an 
RTL for a given chromosomal arm exceeded the cut-off in at least 40% of the analyzed 
cells (10). The number of specific chromosome arms carrying a long RTL in ALT negative 
and positive groups was then compared. The local research ethic committees of all involved 
institutions approved the protocols used in this study and informed consent was obtained 
from each donor. 
Results and discussion 
The mechanism of ALT is distinguished by several important hallmarks: 1) ALT-
associated promyelocytic leukemia bodies (APBs), which are present in 5-35% of ALT 
cells. (11), 2) telomere size heterogeneity ranging from 2 kb to greater than 20 kb in length 
(11, 12), and 3) the appearance of circular ECTR (13). Our recent study on lengths of 
individual telomeres in CML patients in CP showed that despite significantly short average 
telomere length, some chromosome-specific telomeres in CML cells were longer than those 
in normal individuals with accompanying distinct erosion rates for individual telomeres (6). 
These findings suggested that the ALT pathway might be implicated in the maintenance of 
telomere lengths in these CML cells. We therefore assayed those same 24 CML samples for 
both telomerase activity and for circular ECTR, which is considered a specific hallmark of 
the ALT activity. Note that all samples tested positive for the t(9;22)(q34;qll.2) 
translocation and that it was the only chromosomal abnormality in a majority (>95%) of the 
cells, indicating that virtually all of the cells were leukemic in origin. The level of 
telomerase activity in these 24 CML cases revealed that 12 (50%) had high telomerase 
activities (greater than 1.7 fold-difference), whereas the remaining samples showed no 
significant difference above normal background level, or had low telomerase activity (Fig. 
1). We then looked for circular ECTR by using 2D gel electrophoresis in these leukemia 
samples. A cell line with known activated ALT, GM0637 (Coriell Institute for Medical 
Research), was used as a positive control and normal peripheral blood lymphocytes were 
used as the negative control (Fig. 2A). We found circular ECTR in 11 out of the 24 samples 
(46%) studied. Furthermore, we found that circular ECTR appeared in three forms in these 
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11 samples: single-G-stranded (2 samples) (Fig. 2B), single-C-stranded (3 samples) (Fig. 
2C),and double-GC-stranded (6 samples) (Fig. 2D). Two of these samples also displayed a 
single linear G-strand in addition to circular ECTR. 8 out of these 11 samples (73%) had 
concomitant low telomerase activity, while three samples (27%) displayed high telomerase 
activity (Fig. 1). 
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II Lit III 
Figure 1. Distribution of the level of telomerase activity in 24 CML samples. 
Telomerase activity was measured by quantitative PCR (qPCR) in triplicate in CML 
samples. The average of telomerase activity from three normal samples (N) is used as a 
control to normalize against background level. Telomerase activity in CML is expressed as 
the fold-increase (7-axis) to normal samples. Error bars indicate standard errors from 
average telomerase activity of three measurements for each tumor sample. Half of the 
samples fall into the high and another half of samples fall into the low telomerase activity 
according to the cutoff (dashed horizontal line). 
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C-Strand + G-Strand 
C-Strand- G-Strand + 
C-Strand • G-Strand + C-Strand + G-Strand + 
Figure 2. Blots from 2D gels of telomeres showing the presence of ECTR molecules in 
CML samples. 
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A) The presence and absence of the circular ECTR detected in C strand in a positive (left) 
and a negative (right) control sample. B) Samples with circular ECTR in G-strand. C) 
Samples with circular ECTR in C-strand. D) Samples with circular ECTR in both C- and 
G-strands. Note that case #7 and #21 also have linear ECTR molecules (dashed arrows). 
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ALT-dependent cells usually show little to no telomerase activity and had abundant 
ECTR in linear and circular forms, especially C-stranded circles [7], caused by a t-loop 
deletion (14, 15). Thus, we can distinguish 4 different types of telomere maintenance in 
these CML samples: telomerase only samples (9 total), ALT only samples (8 total), 
telomerase and ALT double-positive samples (3 total), and those samples without 
detectable telomerase or ALT activity (4 total) (Table 1). The fact that 3 CML samples 
were double-positive for both telomerase and ALT activity was somewhat surprising. This 
could be explained by either the coexistence of both telomerase and ALT mechanisms in 
maintaining telomeres or the result of dysfunctional telomere capping machinery in vivo 
which would give false-positive telomerase activity readings. The coexistence for both 
telomerase and ALT in telomere elongation is very rare and has been reported in only a few 
tumor types (< 5% of most tumors) (16, 17). Nevertheless, in mouse models, the presence 
of telomerase did not stop telomere recombination from occurring, but rather it was 
initiated by shortening of telomeres (18). The presence of telomere double strand circles in 
telomerase positive cells can also be due to TRF2 dysfunction, which can induce 
homologous recombination (15). Moreover, in yeast, loss of telomere capping can induce 
telomere recombination and is most likely the way that telomere length is maintained (19). 
Therefore, it is possible that these two mechanisms act jointly or alternately to maintain 
telomere length in the same leukemia sample 
To distinguish between two we compared the number of RTLs in a given patient 
sample to their status of ALT pathway activation. We found a correlation: ALT positive 
samples showed fewer chromosomes carrying long telomeres (one or two per sample) than 
those samples which were ALT negative (two or three per sample) (/?<0.05, Table 1). These 
results suggest that telomere stabilization in CML might take place in a stepwise fashion. 
ALT may act on a few specific chromosomes at first, perhaps by stabilizing some key pro-
growth or pro-survival chromosomes, conferring a proliferative advantage to the cells at an 
early stage of the leukemogenesis. With the progression of the disease, eventual activation 
of telomerase would take over telomere length maintenance for most chromosomes in the 
cell, which would explain the presence of high telomerase activity in all of the CML 
samples studied during BP (5). This might explain why some cells score positive for both 
telomere elongation mechanisms (Fig. 3A): these are cells that are transitioning between 
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both such that they have overlapping ALT and telomerase expression. With respect to 
samples of the double-negative for either telomere maintenance mechanism, it would be 
interesting to know if those samples simply reflect a cellular status that is caught in an 
elongated transition period between ALT and telomerase activation (Fig. 3B). As 
recombination without detectable ECTR has been reported in telomerase deficient mice 
(18), it is also possible that the ALT positive cells use recombination mechanism without 
detectable ECTR during the transition period. 
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Table 1. Correlation of chromosome specific long telomeres in ALT negative and positive samples. 
Case 
ID 
IP 3p 4q 5p 7q l i p  12p 12q 13p 13q 14p 15p 16p 18p 00
 
22p Xp Yp Telomerase ALT 
8 + -
9 + + + + -
2 + + - -
11 + + + -
1 + + + -
23 + + + -
10 + + + + -
12 + + + + -
14 + 4- - -
22 + + - -
24 + -
7 + + - C 
4 + CG 
6 + - G 
16 + CG 
5 + - C 
13 + + - CG 
17 + - CG 
19 + + + G 
21 + - CG 
15 Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na - -
18 Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na - C 
20 Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na + -
3 Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na Na - CG 
Note: p=short arm; q=long arm; Na=not available; C=telomere C-strand; G=telomere G-strand. 
200 
In summary, this study is the first, to our knowledge, that reveals the use of ALT in 
CML during CP. We confirmed the involvement of the ALT pathway in primary CML by 
the presence of the ECTR in about 46% of CML samples, most of which have low 
telomerase background. The frequency of ALT in primary CML samples is much higher 
than what is normally estimated in cancer, suggesting that ALT might be necessary at the 
early stages of leukemogenesis, potentially conferring a proliferative advantage. The fact 
that later stage CML cells almost always have activated telomerase suggests a model in 
which CML disease state progresses from ALT to telomerase in order to maintain telomeric 
ends and might reflect a transition between chronic and blast phases. It will be important to 
determine how prevalent ALT is in other cancers and whether disease state or mutation 
statujs governs the type of pathway that gets activated. Clearly, these results will have 
significant impact in the development of anti-telomerase based chemotherapies in cancer, 
since the presence of ALT will be an important determinant for drug resistance ultimately 













ALT + Telomerase + 
B 
Figure 3. Schematic depicting the transition between telomere maintenance 
mechanisms in CML samples. 
A) 3 out of 24 CML samples showed overlapping expression for both ALT and telomerase 
activities at the transition state (between dashed vertical lines). B) 4 out of 24 CML 
samples had neither detectable ALT nor telomerase activity during the transition state 
(between dashed vertical lines). N: number of cases observed; +/+: double positive for both 
ALT and telomerase; double negative for both ALT and telomerase. 
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Résumé 
Les mutations de TP53 sont les mutations les plus couramment retrouvées dans le 
cancer humain et les mutations TP53-R175H et TP53-R273H sont parmi les plus 
fréquentes de ces mutations. Elles se produisent généralement au cours du développement 
tumoral et pourraient promouvoir l'instabilité génomique. Afin de caractériser l'effet de 
certaines mutations spécifiques de TP53 sur l'instabilité génomique, nous avons étudié 
quatre lignes isogéniques de cellules LoVo, provenant du carcinome du côlon. Les trois 
lignées cellulaires LoVo avec les mutations spécifiques de TP53 : TP53-A143V, TP53-
R175H et TP53-R273H, et le type sauvage TP53 ont été maintenues en culture pendant 
vingt doublements de population. En utilisant les techniques de M-FISH, Q-FISH en trois 
dimensions sur des cellules interphasiques et Q-FISH sur des métaphases, nous avons décrit 
des réarrangements chromosomiques, des changements dans l'architecture nucléaire des 
télomères, et des modifications de longueur des télomères dans les cellules des différentes 
lignées cellulaires de LoVo. Nous avons trouvé que les cellules LoVo exprimant le mutant 
TP53-R175H présentaient un niveau d'instabilité chromosomique plus élevé que les autres 
mutants et le type sauvage. Cette instabilité chromosomique était caractérisée par des 
anomalies chromosomiques de nombre et de structure. Par ailleurs, nous avons observé que 
les mutants de TP53-A143V et TP53-R175H présentaient plus d'altérations de leur 
architecture nucléaire des télomères que le mutant TP53-R273H et le type sauvage. Ces 
altérations consistaient principalement par la présence d'un nombre substantiel d'agrégats 
télomériques et un changement dans de la position des télomères. En outre, les cellules des 
mutants TP53-A143V et TP53-R175H présentaient des télomères plus longs que ceux des 
autres lignées. En plus, nous avons montré une association entre certaines anomalies 
chromosomiques et des télomères longs dans des cellules du mutant TP53-R175H. Pris 
ensemble, nos résultats indiquent que dans le modèle de cellules isogéniques LoVo, la 
mutation R175H-TP53 est provoque plus d'instabilité génomique que les autres mutations 
de TP53. Nous proposons que le type de mutations de TP53 et patrimoine génétique de la 
cellule tumorale sont des facteurs déterminants dans l'instabilité génomique causée par les 
mutations de TP53. 
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Abstract 
The TP53 mutations are the most common mutations in human cancers and among 
the most frequent are TP53-R175H and TP53-R273H. These mutations generally occur 
during tumor development and are thought to promote genomic instability, impacting on 
patient's outcome. In order to characterize the effect of specific TP53 mutant on genomic 
instability, we studied four isogenic lines of LoVo cells, which were derived from colon 
carcinoma. The three LoVo cell lines with specific mutation of TP53: TP53-A143V, TP53-
R175H and TP53-R273H, and wild-type TP53 were maintained in culture for up to twenty 
population doublings. Using M-FISH, three-dimensional (3D) Q-FISH on interphase, and 
Q-FISH on metaphase chromosomes, we described chromosomal rearrangements, changes 
in 3D nuclear telomeric architecture, and in the length of individual telomeres. We found 
that LoVo cells expressing mutant TP53-R175H displayed the highest level of 
chromosomal instability among the LoVo cell lines. This instability was characterized by 
numerical and structural chromosomal abnormalities. Furthermore, we observed that 
mutants TP53-R175H and TP53-A143V showed more alterations in their 3D nuclear 
telomeric architecture than the mutant TP53-R273H and the wild type. These alterations 
were primarily characterized by the presence of a substantial number of telomeric 
aggregates and a change in telomere positions. Telomere length analysis revealed an 
increase in telomere length in the mutants TP53-R175H and TP53-A143V. Moreover, we 
noted an association between some chromosomal abnormalities and telomere elongation in 
the mutant TP53-R175H. Taken together, our results indicate that in the LoVo isogenic cell 
model, the mutation TP53-R175H is more likely to cause higher levels of genomic 
instability than the other TP53 mutations. We propose that the type of TP53 mutations 
associated with the genetic background of a cancer cell is a major determinant of the TP53-
dependent genomic instability. 
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Author Summary 
The TP53 is the most frequently mutated protein in cancer. TP53 mutations 
generally occur during the neoplastic process and may be associated with poor prognosis 
due to their genomic instability. However, the impact of TP53 mutations in inducing 
genomic instability over the course of a cancer is still not well understood. In order to 
understand this impact, we have examined the effects of three different mutations of TP53 
(A143V, R175H, R273H) on genomic instability in a cellular model of colon cancer. To 
asseâs genomic instability, we studied chromosomal abnormalities, the nuclear organization 
of telomeres and their lengths. Our results indicated that the mutant R175H induced more 
genomic instability than the other two mutants. This genomic instability was characterized 
by more chromosomal abnormalities, an altered nuclear organization of telomeres, and a 
preferential elongation of telomeres of certain cells with specific chromosomal 
abnormalities. This study deciphered the impact of three of the most common TP53-
mutations in inducing genomic instability in cancer cells; by knowing the mutation status of 
TP53 in a specific tumor we can predict genomic instability which can in turn, help achieve 
a better therapeutic approach. 
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Introduction 
' Two main characteristics of many tumor cells are the presence of dysfunctional 
telomeres and chromosomal instability (CIN). Dysfunctions of telomeres are characterized 
by their shortening, loss of their protection, and remodeling of their nuclear architecture [1-
3]. These changes in telomere length and structure can lead to the appearance of dicentric 
chromosomes resulting in breakage-fusion-bridge cycles, non-reciprocal translocations, and 
finally CIN [3, 4]. CIN is characterized by the presence of structural and numerical 
aberrations of chromosomes [5]. Structural aberrations are generally caused by telomere 
dysfunction or remodeling of nuclear architecture of chromosomes [3, 6] while numerical 
aberrations are usually due to missegregation of chromosomes and/or tetraploidy [7]. Four 
major mechanisms have been proposed to explain the presence of tetraploid cells in cancer: 
(a) cell fusion, (b) failure to complete mitosis (mitotic slippage), (c) failure to complete 
cytokinesis, and (d) loss of telomere protection associated with impaired TP53 [8,9]. 
The protein TP53 and telomeres can jointly induce genomic instability when TP53 
is absent and telomeres are uncapped or short. Indeed, in the absence of TP53 protein, a 
deletion of Poil leads to dysfunction of telomere structure and a persistent DNA damage 
response, involving ATM and ATR kinases. Then, an endoreplication occurs, followed by a 
tetraploidization, which can subsequently lead to aneuploidy [9]. Also, the dual action of 
TP53 and short telomeres to generate CIN has been highlighted in mice deficient in Tp53 
and Terc, the ARN component of telomerase. Terc~'~ and Tp53''~ mice tend to develop 
carcinomas while sarcomas and lymphomas are common in Tp53'/' mice. In addition, Terc1" 
Tp53"/' mice present greater chromosomal instability, manifested by fusions of chromosome 
ends and nonreciprocal translocations [10]. These data indicate that in the absence of TP53 , 
telomere dysfunction and the resultant genomic instability promote tumorigenesis. 
It should be noted that, unlike normal cells, cancer cells can remodel the nuclear 
architecture of their telomeres, which can be characterized by excess formation of telomere 
aggregates (TA) [3]. Likewise telomere uncapping and short telomeres, the remodeling of 
the nuclear architecture of telomere might cause genomic instability in the setting of TP53 
deficiency even though data are not yet available to confirm this hypothesis. Although the 
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joint role of TP53 deficiency and telomere dysfunction in inducing genomic instability has 
begun being elucidated; however, no data is available to show the relation between TP53 
mutants and telomere dysfunctions in provoking genomic instability. 
TP53, a key player in the maintenance of genome stability and integrity, is mutated 
in more than 50% of cancers, and most of these mutations are missense mutations located 
in the DNA-binding domain [11]. The mutant TP53 protein can form a heterotetramer with 
the wild-type protein, which exerts a dominant negative effect. This leads to the loss of 
DNA-binding ability of the tetramer and the reduction of its transactivation activity [12]. In 
addition, mutant TP53 can acquire oncogenic functions and promote tumorigenesis [13, 
14]. The mutations R175H and R273H are among the most frequent TP53 mutations in 
human cancers [12]. In mouse model, in comparison with deleted TP53, the mutant TP53-
R172H (equivalent to human TP53-R175H) leads to increased formation of skin tumors, 
accelerated tumor growth, and induction of metastasis. In addition, the resulting tumors 
exhibited aneuploidy which is associated with centrosome amplification [15]. In addition, 
genomic instability is known to be associated with poor outcome in cancers and the TP3-
R175H mutation is correlated with the poor prognosis in some cancers [16, 17]. These 
results suggest an involvement of TP53 mutants in the generation of genomic instability in 
cancers. 
However, data are lacking on the roles of mutant TP53 in the genesis of genomic 
instability when these mutants are late events, occurring over a course of the neoplastic 
process. To get further insight about these roles, we studied in the LoVo cell lines, derived 
from colon carcinoma, the impact of the mutant TP53-V143A, TP53-R175H, and TP53-
R273H on genomic instability by assessing the level CIN, the lengths of individual 
telomere, the remodeling of nuclear telomere architecture, and the expression profile of 
shelterin genes. Telomere dysfunctions have been associated with genomic instability and 
their study in this context can help to better evaluate the extent of genomic instability in 
mutant TP53 and to understand the impact of the mutant TP53 on various elements of the 
telomere biology. The LoVo cell line was used in this study because they are 
chromosomally stable in culture, present few chromosomal abnormalities [18, 19], and, 
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thus, allow one to make a representative model in order to study the impact of a TP53 
mutation, as a secondary event in neoplastic process of inducing genomic instability. 
Results 
Cells of the three mutant LoVo cell lines had a tendency to grow more in clusters 
than those of the wild-type LoVo. However, their population doubling was different. The 
mutant TP53-R273H was the fastest growing whereas the mutant TP53-R175H mutation 
was the slowest (Fig. 1). Thus, specific TP53 mutations might be a factor affecting the 
cellular proliferation of LoVo cell lines. 
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R273H VI43 A R175H 
Figure 1. Images of bright field microscope of the wild type and three mutant TP53. 
Images were captured at 1 OX and 40 X magnifications. The LoVo cells were fusiform and 
grew in clusters. The doubling population was 29.40; 26.90; 38.11; and 21.80 hours for 
wild type TP53, TP53-A143V, TP53-R175H, and TP53-R273H, respectively. 
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Chromosome instability 
To determine the extent of chromosomal instability (CIN), we compared the IM-
PISH karyotypes of thirty metaphases for each LoVo cell line. The major chromosomal 
abnormalities are represented in Table 1. The karyotype analysis of the wild-type TP53 
showed a modal number of 49 chromosomes (ranging from 44 to 49) and the major 
chromosomal abnormalities were t(2;12)(ql3;pl 1.2), +5, +7, +12, and i(15)(ql0) (Table 1 
and Fig. 2). These are the same chromosomal abnormalities found by others in the original 
LoVo cell line [18, 32, 33], for the reciprocal translocation t(2;12), we used the breakpoints 
reported in a previous report after GTG karyotyping and comparative genomic 
hybridization [33]. Therefore, the LoVo with wild-type TP53 is chromosomally stable 
despite transfection and long period of culture. The karyotype analysis of mutant TP53-
R273H showed the presence of a near diploid chromosome constitution in almost all of the 
cells (29/30). In contrast, the mutant TP53-A143V line was composed of two groups: one 
was hear diploid (15/30) and the other was near tetraploid (15/30). The same results were 
obtained for the mutant TP53-R175H but with a lower proportion of near tetraploid cells 
(11/30). In addition, the mutant TP53 were distinguishable from the wild type by the 
presence of a der(ll)t(ll;14)(p?;q?) and der(18)t(7;18)(q?;q?) and the absence of+12 and 
i(15)(ql0) (Table 1 and Fig. 2). Moreover, each mutant showed some specific features. 
While tetraploidy was characteristic for the mutant TP53-A143V (Fig. 3), loss of the Y 
chromosome, trisomy of the chromosome 15, and the presence of a secondary group of 
cells with del(4)(pl0) and der(4;15)(pl0;ql0) (Fig. 2 and Fig. 3) were typical for the 
mutant TP53-R175H. The mutant TP53-R273H was characterized by the presence of 
del(5)(ql0) (Fig. 2). Furthermore, ten more structural abnormalities, considered minors, 
were observed in the mutant TP53-R175H whereas none or less than three were examined 
in the wild type and the other mutants, respectively (Table 2). Lastly, it appeared from the 
analysis of wild-type and mutant TP53 karyotypes that tetraploidy is the last event among 
the major chromosomal abnormalities. In conclusion, specific TP53 mutations induced 
chromosomal instability in the LoVo cell line and the cell line bearing the TP53-R175H 
mutation was polyclonal and the most chromosomally instable. 
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Table 1. Major chromosomal abnormalities in LoVo cell lines. 
The number of analyzed metaphases was 30 for each sample. 
Chromosomal Number of metaphases 
abnormalities 
wt A143V R175H R273H 
-Y NS(3) NS(2) 30 NS(3) 
t(2;12)(ql3;pl 1.2) 30 30 29 30 
' del(4)(pl0) - - 12 -
der(4; 15)(p 10;q 10) - - 12 -
+5 30 6 27 NS(1) 
del(5)(ql0) - - - 28 
+7 29 30 29 29 
der( 11 )t( 11 ; 14)(p?;q?) - 30 29 30 
+12 30 - - -
+15 - - 30 -
+i(15)(ql0) 29 - - -
del(15)(q?) - 3 - -
der( 18)t(7; 18)(q? ;q? ) - 29 29 30 
Modal number of* 
chromosomes 
49 (44-49) 47&94 (45-96) 48(42-97) 48 (39-94) 
wt: wild type. NS: non significant. 




Figure 2. Multicolor fluorescent in situ hybridization (M-FSH) on metaphases of 
LoVo cells. 
M-FISH Images of metaphases from of the LoVo type TP53, the mutant TP53-ÂI43V, 
TP53-R175H and TP53-R273H. (a) is the pseudo color image of a metaphase, (b) is the 
inverted DAPI of the metaphase and (d) is the karyotype table of the same metaphase as in 
(a), which shows the classification of chromosomes. 
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A143V R175H 
Figure 3. Multicolor-FISH on metaphases of polyploidy cells of mutant TP53-A143V 
and TP53-R175H. 
Representation of metaphases of polyploidy cells from the mutant TP53-A143V and TP53-
R175H. The metaphase of R175H is from groups of cells with t(4;15). (a) is the pseudo 
color image of a metaphase, (b) is the inverted DAPI of the metaphase and (c) is the 
karyotype table of the metaphase in (a), which shows the classification of chromosomes. 
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Table 2. Minor structural chromosomal abnormalities in wild type and mutant TP53 
cells. 
These chromosomal abnormalities were not major according to our criteria because they 
failed to appear in at least 3 metaphases. Therefore, we considered them as minor 
chromosomal abnormalities. The TP53-R175H had the particularities to present ten of these 
abnormalities in 8 different metaphases (30 metaphases were scored). The wild type TP53 
presented none of these abnormalities. 
Chromosomal 
abnormalities 
wt A143V R175H R273H 
dic(l;3)(q?;?) - - 1 1 
der((2;13)(pl0;ql0) - - 1 -
der(4; 15)(ql 0;q 10) - - 1 -
t(8;22)(q?;ql0) - - 1 -
der(ll;21)(pl0;ql0) - - 1 -
del(2)(p 10) - - 1 -
der(12;15)(pl0;ql0) - - 2 -
t(8; 13)(q?; qlO) - 1 - -
der(14;15)(ql0;ql0) - - 1 -
t(l 4; 16)(q? ;q 10) - 2 - -
der(l 5;22)(q 10;ql 0) - - 1 -
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The 3D signatures of telomeres 
Ongoing chromosomal rearrangements have been associated to the remodeling of 
telomere nuclear architecture [3, 4]. To understand the impact of TP53 mutations and their 
resulting CIN on the nuclear architecture of telomeres, we performed 3D imaging and 
quantitative 3D analysis of telomeres in interphase nuclei of LoVo cell lines (Fig. 4). First, 
the analysis of telomere lengths showed that the mutant TP53-R175H presented longer 
telomeres than the mutant TP53-A143V (pO.OOOl) whose telomeres were longer than 
those of the two other cell lines (p<0.001). We did not find significant differences between 
telomere lengths of wild-type TP53 and the mutant TP53-R273H (p=0.814) (Fig. 5A). 
Further, the number of telomeres in the mutant TP53-A143V and TP53-R175H were higher 
than those in wild-type TP53 and the mutant TP53-R273H (Fig. 5E). This high number of 
telomeres in these mutants was mostly due to the near tetraploidy status in half of their 
cells. 
Next, we verified the presence of telomere aggregates (TAs). TAs are fused or close 
telomeres that cannot be further resolved at a resolution of 200 nm, the physical resolution 
limit for conventional microscopes [31]. They are a feature of tumor cells and a higher 
number of TAs reflects increased genomic instability [4]. We found that both the wild-type 
TP53 and the mutant TP53-R273H cells presented some TAs, and no statistical difference 
was noted between their TA frequencies (p=0.438). In contrast, the numbers of TAs in the 
mutant TP53-A143V and TP53-R175H were significantly higher than those of the wild 
type (pO.OOOl), and all analyzed TP53-A143V and TP53-R175H cells showed TAs (Fig. 
5B). 
Next, we determined the nuclear distribution of all telomeres which is reflected by 
the parameter of the a/c ratio [31]. The nuclear space occupied by telomeres is measured by 
two main axes, a and b, that are equal in length, and a third axis, c, has a different length. A 
low a/c ratio represents an oblate spheroid shape while a high a/c ratio corresponds to disk-
like shape [31]. We found that telomeres in the mutant cells usually presented an oblate 
spheroid shape while those in the wild type formed a disk-like shape. In addition, cells of 
the mutant TP53-A143V were uniform with respect to their nuclear telomere shape (Fig. 
5C). 
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Finally, we measured the distance of each telomere from the nucleus center. With 
respect to their nuclear volume (Fig. 5D), telomeres of the mutant TP53 were located more 
peripherally within nuclei than those of the wild-type TP53 (Fig. 5F). Also, we found only 
in the wild-type TP53 that TAs were more nuclear centered than the rest of telomeres 
(p=0.028). In conclusion, the mutant TP53 presented different nuclear organization of 
telomeres than the wild type, and the remodeling of nuclear telomere architecture was more 
pronounced in the mutant TP53-A143V and TP53-R175H. 
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R175H 
Figure 4. Representative 2D and 3D images of LoVo cells. 
Two-dimensional and three-dimensional images of LoVo nuclei {blue) and their telomeres 
(;red) imaged and visualized with AxioVision 4.6. The wild type and the mutant TP53-
R273H showed less telomere signals and aggregates whereas the mutant TP53-A143V, and 
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Figure 5. Parameters deflning nuclear architecture of telomeres in LoVo cell lines. 
Boxplot representation of signal intensities of individual telomeres within interphase nuclei 
(A), the number of telomere aggregates (B), the a/c ration (C) and the nuclear volume (D) 
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Boxes represent 25th, 50th and 75th percentiles, whiskers represent value of 1.5 boxes and 
the dots represent the outliers. (E) Represents the number of telomeres in function of their 
intensities. (F) Is the cumulative distribution functions of the relative distance of telomeres 
from nuclear center (distance of each telomere from nuclear center divided by the nuclear 
volume of a given cell). 
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Telomere lengths 
To further understand the impact of TP53 mutations and the associated CIN on 
telomeres, we studied the lengths of individual telomeres in LoVo cells (Fig. 6). The length 
profiles of individual telomeres were dissimilar either in kb or in relative length (Fig. 7). 
Among the mutant TP53, the ones that presented more similar profile as that of the wild-
type TP53 were the mutant TP53-R273H for absolute lengths in kb (Spearson's correlation 
coefficient, rho=0.514) and the mutant TP53-A143V for the relative lengths (Spearson's 
correlation coefficient, rho=0.502). Interestingly, when we analyzed the five shortest and 
longest individual telomeres, we found recurrence of individual telomeres being among the 
longest or the shortest telomeres in the wild type and the mutant cells. For example, the 
telomeres on lp and 3q were recurrent of being the longest while telomeres on 21p and Yq 
were being among the shortest (Table 3). Moreover, all the cell lines presented more 
relative long than short telomeres (Fig. 8). In summary, mutant TP53 influenced on the 
profile of the individual telomeres even though some few telomeres kept the same profile 
regardless the TP53 mutation. 
To decipher the relation between chromosomal abnormalities and lengths of 
individual telomeres, we measured telomere lengths on the ends of abnormal chromosomes. 
First, we studied the difference of telomere length between near tetraploid and near diploid 
cells. We found that near tetraploid cells presented longer télomères than near diploid cells 
in the mutant TP53-R175H (p<0.0001) whereas no significant difference was observed in 
the mutant TP53-A143V (p=0.495) (Fig. 9A). Next, the analysis of telomere length on 
structural abnormal chromosomes (Fig. 9C) revealed that: 1) telomeres on the p arms of the 
reciprocal t(2;12)(ql3;pl 1.2) in TP53-mutants were similar; and they were longer than 
those of the wild-type (p<0.0001); 2) The presence of telomeres on the centromeric region 
of del(4)(pl0) and del(5)(ql0) could be due to either an involvement of telomeric region in 
structural chromosome abnormalities or telomere healing; 3) The mutant TP53-R175H was 
the only cell line that showed length difference on individual telomeres that are involved in 
abnormal chromosomes (Table 4); 4) In the mutant TP53-R175H, the cells bearing the 
translocation der(4;15)(10p;10q) presented longer telomere than those negative for this 
translocation (pO.OOOl) (Fig 9B). In conclusion, individual telomere length is associated 
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to chromosomal rearrangements and this association tends to be more present in the mutant 
TP53-R175H. 
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Figure 6. Telomere-specific FISH and corresponding M-FISH. 
(a) Telomere specific FISH, (b) Corresponding multicolor FISH of (a). (A) A metaphase of 
a near tetraploid cell of the mutant R175H. (B) Partial metaphases of (A) showing 
structurally abnormal chromosomes. (C) A partial metaphases of the mutant R273H, 
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Figure 7. Median of individual telomere lengths on chromosome arms in wild type 
and mutant TP53 cells. 
The black and the grey columns represent the median of individual telomere lengths on the 
chromosome short and long arms, respectively. (A) Telomere length in kb. (B) Relative 
length of telomere (individual telomere intensity in a cell divided by the mean of all 
telomeres in that cell. Error bars are 95% confidence interval. 
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Table 3. Median of the five longest and shortest telomeres in wild type and mutant 
TP53 cells. 
Long télomères Short télomères 
Tel Length (median) Tel Length(median) 
9p 5.01 22p 3.22 
3q 4.98 15p 3.07 
wt 16p 4.97 21p 3.01 
IP 4.53 13p 2.66 
18p 4.51 Yq 1.97 
lp 5.67 4q 3.57 
2p 5.60 13p 3.45 
A143 V 3q 4.94 21p 3.44 
5p 4.94 15p 3.40 
8p 4.75 Yq 2.49 
3q 5.51 17q 3.92 
IP 5.20 21p 3.83 
R175H 4q 5.08 20p 3.61 
12p 5.01 22q 3.28 
18p 4.96 2 lq 3.01 
3q 5.40 lOq 3.30 
iq 5.24 21p 3.23 
R273H 5p 4.78 i iq  3.21 
19q 4.64 22q 3.01 
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Figure 8. Dot plot of z-values of telomeres in LoVo cell lines. 
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The z-value is defined as z = (x-M)/SD, where x represents the value of any single telomere 
intensity in a given cell, M is the mean intensity of all telomeres in that cell, and SD is its 
standard deviation, z-values of 2 and -2 was used as a cut-off, so that relative long and short 
telomeres can be detected, respectively, in each cell, z-values between +2 and -2 contain 
95% of telomeres in a given cell. Each dot represents a specific individual telomere in a 
cell. Wild type and the mutant TP53 presented relatively long telomeres than short 
telomeres. Also, relatively long telomeres appeared to be a random event. 
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Figure 9. Telomere lengths on abnormal chromosomes. 
(A) Comparison between telomere lengths in diploid and polyploidy cells in TP53-A143V 
and TP53-R175H. The black and grey columns represent near diploid and near tetraploid 
cells, respectively. (B) Comparison between clones with and without t(4,15) in the mutant 
R175H. The black and grey columns represent clones with and without t(4,15), 
respectively. (C) Individual telomere lengths of major structural chromosomal 
abnormalities. Black, grey, white and hatch columns represent the wild type P53, the 
mutant TP53-A143V, TP53R175H and TP53R273H, respectively. The t(2;12)(ql3;pll.2)* 
and t(2;12)(ql3;pll.2)** indicate the derivative 2 and 12 with the translocation t(2;12) , 
respectively. Error bars are at 95 % confidence interval. 
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Table 4. Comparison between the length of individual telomeres of major abnormal 
chromosomes and normal chromosomes. 
(A) Indicates the abnormal derivative chromosome; (N) indicates the corresponding normal 
chromosome respective to the derivative chromosome. First: median value of the first 
element to be compared. Second: median value of the second element to be compared. 
Chromosomal abnormalities Cell lines First Second p values 
wt 3.09 3.89 0.141 
A2p vs N2p 
A143V 4.37 5.6 0.066 
R175H 4.38 4.64 0.855 
R273H 4.38 4.3 0.940 
wt 3.54 3.94 0.666 










R273H 4.23 3.55 0.265 










R273H 4.38 4.09 0.791 
wt 3.54 4.18 0.910 









R273H 4.23 4.01 0.74 
del(4)(pl0) 
A4pb vs N4p R175H 4.77 6.32 0.053 
A4q vs N4q R175H 5.53 5.57 0.909 
del(5)(ql0) 
A5p vs N5p R273H 4.77 4.78 0.861 
A5q vs N5q R273H 3.4 4.29 0.174 
A143V 4.64 4.65 0.787 
A4qc vs Nllp R175H 4.98 4.67 0.230 
R273H 3.67 4.58 0.243 
A143 V 4.43 3.75 0.301 
' Allq  vsNl lq  R175H 5.02 4.12 0.158 
der( 11 )t( 11 ; 14)(p?;q?) R273H 3.99 3.21 0.670 
A143V 4.64 4.7 0.655 
A4qcvs A14q R175H 4.98 3.8 0.051 
R273H 3.67 3.47 0.402 









R273H 3.67 3.85 0.683 
wt 4.18 3.44 0.163 









R273H 4.01 4.09 0.863 
wt 2.78 3.56 0.119 









R273H 3.63 3.77 0.502 
wt 4.18 3.94 0.671 
, 









R273H 4.01 3.55 0.39 
A143 V 3.95 3.93 0.513 
A14p vsN14p R175H 4.67 4.49 0.509 
del(14)(q?) 
R273H 3.32 4.08 0.291 
A143 V 4.7 4.41 0.824 
A14qvsN14q R175H 3.8 4.7 0.255 
R273H 3.47 3.85 0.123 
A4pe vsN15p R175H 4.77 4.49 0.694 
der(4;15)(pl0;ql0) 
A15q vsN15q 









A4pe vs A4pb R175H 4.77 4.77 0.998 
A143 V 4.49 3.75 0.494 
• A18p vsN18p R175H 4.16 4.95 0.216 
R273H 4.18 4.43 0.756 
A143 V 4.49 3.6 0.779 
der( 18)t(7; 18)(q?;p?) A7qf vs N18q R175H 4.16 4.1 0.284 
R273H 4.18 4.06 0.865 
A143V 3.44 3.56 0.796 
A7qfvsN7q R175H 4.78 4.15 0.154 
R273H 4.3 4.19 0.877 
a: The 12pa represents the telomeric signal on the 12p of the der(2)t(2;12)(ql3;pl 1.2) 
b: The 4pb represents the telomeric signal on the centromeric region of the del(4)(q?). 
c: The 4qc represents the telomeric signal on the 4q of the der(l l)t(l l;14)(p?;q?). 
d: The 2qd represents the telomeric signal on the 2q of the der(12) t(2; 12)(q 13 ;p 11.2). 
e: The 4pe represents the telomeric signal on the 4p of the der(4;15)(pl0;ql0). 
f: the 7qf represents the telomeric signal on the 7q of der(18)t(7;18)(q?;p?). 
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Gene expression profile 
To investigate the consequence of TP53 mutations and a rearranged genome on the 
telomere shelterin genes and those genes involved in DNA damage response, we examined 
their expression profiles (Fig. 10). Except for TPP1 which was up-regulated, the other 
shelterin genes were down-regulated or had a normal expression. TERF1, POT1 and 
TERF2IP were repressed in all cell lines, except for the mutant TP53-R273H, and this 
repression was more pronounced in the wild type. TERF2 was repressed in the mutant 
TP53-A143V and TP53-R273H whereas it had normal induction in the wild type and the 
mutant TP53-R175H. The reverse expression profile for TERF2 was observed for TIN2 
(Fig 10A). In summary, the wild type and the mutant TP53-R175H presented similar 
expression profiles while those of the mutant TP53-A143V and TP53-R273H were alike. 
Next, we found that TERT was highly expressed whereas TERC was repressed in all cell 
lines. (Fig 10B). Finally, we studied the expression of some upstream and downstream gene 
targets of TP53. CDKN1A was up regulated in all LoVo cell lines and more importantly in 
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Figure 10. Gene expression profiles. 
238 
The mRNA levels of relevant genes (except for TERT) in LoVo cell lines were normalized 
by those of fibroblasts. For TERT mRNA, the expression level of that gene in SW480 was 
used to normalize those of LoVo cell lines. The value mean of three experiments was used. 
Error bars are standard deviation. (A) Telosome genes. (B) Telomerase component genes. 
(C) TP53 upstream and downstream target genes. 
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Discussion 
The study of the effect of specific mutations of TP53 occurring during the 
neoplastic process remains difficult because of the difference in genomic alterations 
between different cancer cells or cell models. Mouse models used to study specific TP53 
mutations present germline mutations which are more suitable to study the Li-Fraumeni 
syndrome [34, 35]. Therefore, the use of an isogenic model of cancer ceils is essential in 
understanding the impact of specific mutations of TP53 to genomic instability during the 
neoplasic process. In this study, we took advantage of a unique isogenic model of the LoVo 
colon cancer cell lines [20], which consist of wild-type TP53 and mutant TP53 (A143V, 
R175H and R273H) to investigate the role of TP53 mutants in chromosomal instability, 
remodeling of nuclear architecture of telomeres, and dynamic changes in length of 
individual telomeres. This model has the advantage that LoVo cells are chromosomally 
stable [18, 32, 33] and their transfection per se does not lead to chromosomal 
rearrangements. Therefore, the model represents a unique tool to study TP53 mutant and 
wild-type functions on parameters such as genomic instability and telomere nuclear 
architecture. 
In this study, we showed that specific TP53 mutations in LoVo cells of the colon 
cancer can induce additional genomic instability characterized by chromosomal 
rearrangements, remodeling of nuclear telomeres architecture, dynamic alteration of 
individual telomere lengths and changes in the profile expression of telomere genes (Table 
5). Tetraploidy and structural chromosome abnormalities were characteristic for 
chromosome instability while TAs and telomere nuclear peripheral location were typical 
for remodeling of nuclear telomere architecture. Changes of telomere length profile and 
clonal lengthening of telomeres were features of dynamic alteration of individual telomere 
lengths. In considering all these genomic changes, the mutant TP53-R175H was the most 
susceptible to induce genomic instability in LoVo cells. 
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Table 5. Comparative summary of major findings from chromosomal abnormalities, 

















wt 2 central - -
A143 V ++ 4 peripheral ++ + 
R175H ++ 5 peripheral ++ ++ 
R273H 4 peripheral - -
241 
Chromosomal instability 
The numerical CIN was characterized by tetraploidy and its occurrence in mutant 
TP53 can be explained by the specificity of the mutations. In LoVo cells, when the wild-
type TP53 and the mutant TP53-A143V, TP53-R175H and TP53-R273H were exposed to 
mitotic spindle inhibitors, the wild-type and the mutant TP53-R273H arrested at the 
tetraploid G1 checkpoint while the mutant TP53-A143V and TP53-R175H escaped from 
tetraploid G1 arrest and re-entered the S phase with 4N DNA content [19]. An abolishment 
of the tetraploid G1 checkpoint was one of the reasons why the mutant TP53-A143V and 
TP53-R175H could be tetraploid permissive. However, we cannot be sure which 
mechanisms - slippage, cytokinesis failure, or loss of telomere protection [8, 9] - were 
behind endoreplication leading to tetraploidization. We can speculate that loss of telomere 
protection through either telomere shortening or deregulation of telomere shelterin proteins 
can be one of the mechanisms responsible for tetraploidization in the mutant TP53-A143V 
and TP53-R175H cells. Recently, it was shown that loss of telomere protection due to 
POT1 deregulation in the context of TP53 deficiency can induce tetraploidization. POT1 
deregulation leads to prolonged DNA damage signal which was caused by persistent 
telomere dysfunction, mitosis failure and endoreplication. Then, cells re-entered in S phase 
because of TP53 deficiency [9]. In our study, POT1 was down regulated in wild-type TP53, 
and 'the mutant TP53-A143V and TP53-R175H (Fig. 10A). The presence of functional 
TP5 3-dependent tetraploid G1 checkpoint in wild-type cells might prevent them from being 
tetraploid whereas its absence in the mutant TP53-A143V and TP53-R175H might favor 
tetraploidy [19]. Regardless of the proposed mechanisms, the occurrence of tetraploidy in 
LoVo cells was mutant TP53 dependent. 
The two unbalanced translocations leading to two derivative chromosomes, 
der(18)t(7;18)(q?;q?) and der( 11 )t( 11 ; 14)(p? ;q?) were among the structural chromosomal 
abnormalities featuring CIN (Table 1). These two translocations were present in all the 
mutant-TP53 cell lines and this might denote a common mechanism behind these structural 
chromosome abnormalities regardless of the mutation type. Contrary to the tetraploidy and 
the other chromosomal abnormalities, which were mutant-TP53 dependent, these two 
translocations might be caused by a loss of function of wild-type TP53. The implication of 
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TP53 in suppressing structural chromosome abnormalities has recently been highlighted in 
HCT116 cells, from human colon carcinoma cells [36]. In these cells, more structural 
chromosome alterations were present in null TP53 cells than in wild-type TP53 cells after a 
prolonged mitotic arrest. The same study found that polyploidy cells were more prone to 
elicit structural chromosome changes than diploid cells [36]. Contrary to the latter finding, 
we did not find differences in structural chromosomal abnormalities between diploid and 
polyploidy cells. This discrepancy can be explained by (i) the occurrence of structural 
chromosomal abnormalities prior to tetraploidization in our study, (ii) the abilities of TP 5 3 
mutations to promote more structural chromosome abnormalities than null TP53 mutations 
[13], or (iii) the propensity of the genetic background of the mutant-TP53 cells to enhance 
genomic instability [10, 37, 38]. Another mechanism for the occurrence of these 
nonreciprocal translocations might be the impairment of ATM/ATR/Mre 11-dependent 
DNA damage responses. Recent findings in mouse model showed an increase in 
chromosomal translocations when the mutant TP53-R175H and TP53-R273H mutants 
inactivated Mre 11/ATM-dependent DNA damage responses [14]. The down-regulated 
ATM/ATR/Mrel 1 genes and the impairment of TP53 in the mutant cells (Fig 10C) might 
support this mechanism in our study. Whatever mechanisms responsible for these 
unbalanced translocations, they were common in mutant TP53 in LoVo cells. 
Remodeling of nuclear telomeric architecture 
Remodeling of nuclear architecture of telomeres is also another indicator of an 
ongoing genomic instability in LoVo mutant ceils. A shift in the location of telomeres 
towards the nuclear periphery was characteristic of the mutant TP53 cells (Fig 5F). This 
peripheral location of telomeres has been associated to nuclear scaffold dysfunction [39], 
Moreover, this telomere displacement from central (wild-type) to peripheral (mutants) 
nuclear location might be going along with nuclear remodeling of chromosomes which is 
associated with structural chromosome abnormalities [4, 6]. In addition, the mutant TP53-
A143V and TP53-R175H presented higher number of TAs (Fig. 4 and Fig. 5B). In mouse 
model, deregulation of the myc box II of C-MYC lead to the formation of TAs and their 
high number correlated with changes of chromosome relative positions and an increase of 
structural chromosomal abnormalities [4, 40]. From our data, we can infer that mutant 
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TP53, presenting conformation change such as A143V and R175H, can induce TAs 
formation in tumor cells. 
Telomere length changes 
Individual telomere lengths and their profiles were also remodeled in the mutants. 
Telomeres on the Yq were among the shortest telomeres in all lines (Table 3), except for 
the mutant TP53-R175H in which it was lost. The lost of the Y chromosome in this mutant 
might be telomere length dependent, which was evoked in chronic myeloid leukemia [21]. 
It is generally acknowledged, that short telomeres are associated with genomic instability 
[41]. This observation was at odd with our findings. The mutant TP53-R175H and TP53-
VI43A presented relative long telomeres whereas, the wild type, the most genomic stable 
line -in our study, had relative short telomeres (Fig 5A) and the highest TERT expression 
(Fig 10B). The lengthening of telomeres might be due to TP53 mutation, which could 
increase the processing of telomerase by gain of function. Another possibility might be the 
association between telomere lengthening and CIN. In the mutant TP53-R175H, on one 
hand the polyploidy cells had longer telomere than diploid cells, and, on the other hand, 
cells having a der(4;15) also presented longer telomere than the main line (Fig. 9A and 9B). 
In human tumors, poor prognosis has been associated with long telomeres in colon cancers 
[42, 43], Barrett carcinoma [44], and hepatocellular carcinoma [45]. The hypothesis, in 
tumors, that long telomeres reflect telomere stabilization which might be advantageous for 
tumor progression [46] by sustaining cell proliferation and survival can be taken into 
consideration here. The understanding of the mechanisms behind this observation can 
further shed light on the interplay between TP53 mutations, CIN, and telomeres. 
TP53 and genomic instability 
Previous reports have shown the impact of TP53 mutations on genomic instability 
[15, 47]. Moreover, data from human cancers and the TP53 mutant knock-in mice illustrate 
that different TP53 mutations have distinct phenotypes [34, 35]. Also, the mutant-TP53 
tumors were more aggressive than null-TP53 tumors, indicating an acquisition of new 
properties such as inducing genomic instability [15]. Furthermore, the degree of genomic 
instability can depend on the mutation types. For instance, the most studied and frequent 
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mutant TP53, R175H or its mouse equivalent (R172H), is described as inducing genomic 
instability [14, 15] whereas the impact of R273H on genomic instability is more cellular 
context dependent [13, 48]. Despite the fact that these mutations were germline mutations, 
these findings were in agreement with ours where the mutant TP53-R175H and -TP53-
A143V were the most genomic instable lines even though the mutant TP53-R273H also 
presented genomic instability but at lesser degree. The different effect on genomic 
instability in the same cellular context can be mostly due to the nature of the mutation. Both 
of R175H and A143V mutations are structural mutations that dramatically change TP53 
conformation while the R273H mutation is a DNA-contact mutation, which directly 
disrupts the TP53 binding to its target genes. Also, the TP53-R273H mutation was shown 
to have native conformation with residual transcriptional activity [49]. The genetic 
background difference of mutant-TP53 cells and how mutant TP53 interact with other 
TP53 family proteins, such as p63 and p73, can also be factors explaining their difference 
of inducing genomic instability. 
In this study, we deciphered to some extent the impact of some of most frequent 
TP53 mutations on genomic instability in cancer cells. This study better simulates the 
occurrence of TP53 mutation over a course of a cancer. In many tumors, TP53 mutations 
are not an early event and they have a huge influence on the prognosis. Predicting genomic 
instability by knowing a mutant TP53 status in a specific tumor can help formulate a better 
therapeutic response. Similar studies in different cancers are needed to deepen our 
knowledge about mutant TP3 roles in tumor progression. 
Materials and methods 
Cell lines and culture 
Four isogenic LoVo cell lines were used for this study, one TP53 wild-type and three 
mutant TP53 lines (LoVo TP53-wt, LoVo-TP-53V143A, LoVo-TP53-R175H, and LoVo-
TP53-R273H) were generated from the LoVo colon adenocarcinoma cell line. They were 
kindly given by Dr. Marie-France Poupon (Institut Marie-Curie, Paris, France) [20]. The 
transfection technique, its efficiency, as well as the transfectant selection were described in 
[20]. They were maintained in cultures of up to 20 population doublings. The normal 
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fibroblasts and the SW480 cell line, purchased from ATCC (Manassas, VA, USA), were 
only used for the relative quantification of mRNA. All the LoVo cell lines were cultured in 
DMEM Nut-mix F-12w/Gut-l supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), (all 
from). They were maintained on culture until 20 population doubling which we established 
by counting cells on a heamacymeter with bleu trypan. Human normal primary skin 
fibroblasts and SW480 cell line were grown in DMEM and McCoy's 5A medium, 
respectively, supplemented with 10% (FBS), 0.2 units/mL penicillin G, and 100 ng/mL 
streptomycin (Wisent Bioproducts, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 
Harvesting, metaphase and interphase nucleus preparation: 
- For metaphase preparation, LoVo cells were treated with 0.25 jig/mL of 
Colcemid (Gibco, Burlington, Ontario, Canada) for 30 minutes and with 0.75% (w/v) 
sodium citrate for 30 minutes. Then, they were fixed four times in a mixture of methanol 
and acetic acid (3:1, v/v). Ten \iL of fixed nucleus suspension was spread onto cleaned 
slides in a modified environmental control unit Thermotron (CDS-5, Thermotron, 
Amsterdam, the Netherlands) [22], where temperature and relative humidity remained 
constant at 28°C and 55%, respectively. Slides were left at 37°C for 24 hours for telomere 
fluorescence in situ hybridization on metaphases. 
- For 3D interphase nuclei, LoVo cells were harvested as described previously 
[23]. Briefly, cells were treated with 5 mL of 0.075 M KC1 for 10 minutes at room 
temperature (RT). Next, they were prefixed with 1 mL of freshly prepared fixative 
(methanol:acetic acid, 3:1, v/v). Thereafter, pellets were fixed twice with 5 mL of fixative 
for 10 min. Finally, 10 |iL of fixed cells were gently dropped on slides at RT and telomere 
FISH for 3D was immediately carried out. 
Telomere FISH 
- For metaphases 
To determine length of individual telomeres, we performed the FISH technique using a 
peptide nuclei acid (PNA) probe labeled with Cy3, specific to telomeres (Dako, Glostrup, 
Denmark). Hybridizations were carried out following the protocol provided by the 
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manufacturer, with modifications based on previous protocols [21, 24]. Briefly, prepared 
slidqs for metaphases were fixed in 3.7% formaldehyde prepared in lx phosphate-buffered 
saline (PBS) pH 7.4 followed by a proteinase K treatment. Next, 7 fiL of PNA telomere 
probe was applied on each slide and they were incubated at 80°C for 3 minutes followed by 
hybridization at 30°C for 2 hours using a Hybrite (Vysis; Abbott Diagnostics, Des Plains, 
IL, USA). A posthybridization wash was done using 0.4x saline-sodium citrate buffer 
(SSC) containing 0.3 % NP-40 Substitute at 65 °C for 2 minutes and 2x SSC containing 
0.1 % NP-40 Substitute for 2 minutes. The slides were counterstained using 125 ng/mL 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) mixed with 1 mg/mL p-phenylenediamine (PPD) (Sigma 
Aldrich, St Louis, MO). 
- For 3D interphase nuclei 
The procedure was carried out as described previously [4, 25]. Briefly, slides were 
incubated in 3.7% formaldehyde prepared in lx PBS pH 7.4 for 20 minutes and washed 
three times in lx PBS. Then, slides were treated with 0.5% Triton X-100 in lx PBS for 10 
minutes and with 20% glycerol for 1 hour. Thereafter, slides were immersed in liquid 
nitrogen four times. Then, slides were washed in lx PBS and incubated in 0.1N HC1 for 5 
minutes. After washing in lx PBS, slides were fixed with 3.7% formamide in 2x SSC at pH 
7.0 for 1 hour. Next, 8 (iL of telomeric probe, Cy3 labeled (Dako, Glostrup, Denmark) was 
applied on each slide. The slides were incubated at 80°C for 3 minutes followed by 
hybridization at 30°C for 2 hours using a Hybrite (Vysis; Abbott Diagnostics, Des Plains, 
IL). A posthybridization wash was done using 70% formamide in 10 mM Tris pH 7.4 for 
15 minutes, followed by washing in O.lx SSC at 55°C for 5 minutes, and in 2x SSC + 
0.05% Tween 20 twice for 5 minutes each at RT while shaking. Cells were counterstained 
with 0.1 |il/mL DAPI. The slides were then air-dried and cover slipped with Vestashield 
(Vector Laboratories, Burlington, Ontario, Canada) for analysis. 
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Multicolor-fluorescence in situ hybridization (M-FISH) karyotype 
After imaging the slides used for PNA FISH on metaphases, the same slides were 
used for M-FISH. The M-FISH procedure was performed according to the protocol of the 
manufacturer (MetaSystems, Altlussheim, Germany). 
Telomere-FISH and M-FISH on metaphase image acquisition 
After telomere-FISH on metaphases, the slides were examined under an 
epifluorescence microscope for quantitative FISH (Q-FISH) (Olympus BX61, Olympus 
America Inc. Center Valley, PA), metaphases were captured with a Compulog IMAC-CCD 
S30 camera (MetaSystems Group Inc. Waltham, MA), and the corresponding coordinates 
were recorded. For each cell line, 30 metaphases were captured. The same metaphase 
images, captured for Q-FISH, were recaptured for M-FISH. The Isis image system 
(MetaSystems Group Inc. Waltham, MA) was used to process the images for both Q-FISH 
and M-FISH analysis. The karyotypes for M-FISH were done based on the coloration of 
chromosomes and those for Q-FISH images were performed according to M-FISH 
karyotypes. On Q-FISH karyotypes, fluorescence intensities of telomere signals were 
measured on both short arm (p) and long arm (q) ends of all chromosomes from each cell. 
Analysis of chromosomal abnormalities and individual telomere lengths 
To analyze chromosome abnormalities, we referred to the criteria in the 
International System for Human Cytogenetic Nomenclature [26]. A chromosomal 
abnormality was defined as major when at least three mitoses presented the same 
chromosomal abnormality. If it was a missing chromosome, the same change had to be 
present in at least six mitoses. 
Individual telomere lengths were analyzed by three methods: (i) according to TRF 
measurement, we converted fluorescence intensity of individual telomeres in kb as 
previously described [21, 27]; (ii) the relative lengths of individual telomeres were assessed 
according to a previous report [28]; and (iii) we used the z-value to determine the presence 
of relatively long telomeres as previously described [29]. 
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3D image acquisition and analysis 
Following telomere FISH for 3D, slides were examined under an Axiolmager Z1 
microscope (Carl Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada) and an AxioCam HRm charge-
coupled device (Carl Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada). A lOOx oil objective lens (Carl 
Zeiss Canada Ltd, Toronto, Canada) was used for the acquisition of 30 nuclei per sample. 
For every fluorochrome, the 3D image consists of a stack of 80 images with a sampling 
distance of 200 nm along the z and 107 nm in the xy direction. The constrained iterative 
algorithm option was used for deconvolution [30]. Nuclear architecture of telomere was 
analyzed with TeloView™ [31]. 
Telomere restriction fragment (TRF) Technique 
We used the TRF technique to assess average telomere length and from this average 
length, we estimated the length of individual telomeres in kb as described in [21], DNA 
was extracted from all four LoVo cell lines using the standard phenol-chloroform method. 
The TRF technique was performed using the TeloTAGGG Telomere Length Assay kit 
(Roche Applied Science, Laval, Quebec, Canada). 
mRNAs quantitative reverse transcription-PCR 
To determine the expression profile of telomere shelterin and DNA damage 
response genes, we used mRNAs quantitative reverse transcription-PCR. For all cell lines, 
total RNA was extracted using Trizol, as described by the manufacturer (Invitrogen, 
Ontario, Canada). Reverse transcription of 1 fj,g RNA was done in triplicate using the 
TaqMan® Reverse Transcription Reagents (Applied Biosystems, Ontario, Canada). The 
triplicates were then pooled and quantitative real-time-PCR of 1.25 ng/^iL cDNA was 
performed in triplicate with the Rotor-Gene 3000 (Corbett Life Science). The SYBR Green 
Master Mix (Applied Biosystems, Ontario, Canada) was used for the PCR amplification 
applying the following temperatures and times: 95°C for 10 min at the first cycle, then for 
the other cycles 95°C for 40 s, 56°C for 40 s, and 72°C for 40 s; 40 cycles. Quantitative 
reverse transcription-PCR primers are described in Table 6. We used the AACt method to 
determine mRNA induction ratios. 
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Statistical analysis 
Experimental results from 3D-Q-FISH and Q-FISH on metaphases were analyzed 
with Mann-Whitney U or the Kolmogorov-Smirnov test to determine significant 
differences between various findings among the data sets. A p value of less than 0.05 was 
considered statistically significant. 
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Table 6. Primers of relevant genes, their sequences and concentration used in Q-PCR 
to quantify mRNA. 
Primers Sequences Concentration 
ATM-Forward 5'- CAG CAG CTG TTA CCT GTT TG -3' 300 nM 
ATM-Reverse 5'- TAG ATA GGC CAG CAT TGG AT -3' 500 nM 
ATR-Forward 5'- TGT CTG TAC TCT TCA CGG CAT GTT -3' 500 nM 
ATR-Reverse 5'- AAG AGG TCC ACA TGT CCG TCT T -3' 500 nM 
DYSKERIN-Forward 5'- CTG CTA TGG GGC CAA GAT TA -3' 500 nM 
DYSKERIN-Reverse 5'- CCA TGG TCG CAG GTA GAG AT -3' 500 nM 
GAPDH-Forward 5'- AAG GTC GGA GTC AAC GGA T -3' 1,78 ng/ul 
GAPDH-Reverse 5'- GGA AGA TGG TGA TGG GAT TTC -3' 0,894 ng/ul 
h-RAP-Forward 5'- CGG GGA ACC ACA GAA TAA GA -3' 500 nM 
h-RAP-Reverse 5'- CTC AGG TGT GGG TGG ATC AT -3' 500 nM 
h-TERT-Forward 5'- TGT TTC TGG ATT TGC AGG TG -3' 500 nM 
h-TERT-Reverse 5'- GTT CTT GGC TTT CAG GAT GG -3' 500 nM 
K167-Forward 5*- ATG CAG ACC CAG TGG ACA CC -3' 300 nM 
K167-Reverse 5"- TGC TGC CGG TTA AGT TCT CT -3' 500 nM 
Ku80-Forward 5'- CCC CCAA TTC AGC AGC ATA TT -3' 500 nM 
Ku80-Reverse 5'- CCT TCA GCC AGA CTG GAG AC -3' 300 nM 
MRE11 -Forward 5'- GCC TTC CCG AAA TGT CAC TA -3* 300 nM 
MRE11-Reverse 5'- TTC AAA ATC AAC CCC TTT CG -3' 300 nM 
P21-Forward 5'- GGC AGA CCA GCA TGA CAG ATT -3* 0,894 ng/ul 
P21 -Reverse 5'- GGC GGC CAG GGT ATG TA -3' 1,78 ng/ul 
POT-Forward 5'- TGG GTA TTG TAC CCC TCC AA -3' 500 nM 
POT-Reverse 5'- GAT GAA GCA TTC CAA CCA CGG -3' 500 nM 
TERC-Forward 5'- GTG GTG GCC ATT TTT TGT CTA AC -3' 500 nM 
TERC-Reverse 5'- TGC TCT AGA ATG AAC GGT CCA A -3' 500 nM 
TERF1-Forward 5'- GCT GTT TGT ATG GAA AAT GGC -3' 500 nM 
TERF1-Reverse 5*- CCG CTG CCT TCA TTA GAA AG -3' 500 nM 
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TERF2-Forward 5'- GAC CTT CCA GCA GAA GAT GCT -3' 300 nM 
TERF2-Reverse 5'- GTT GGA GGA TTC CGT AGC TG -3' 300 nM 
TIN2-Forward 5'- GGA GTT TCT GCG ATC TCT GC -3' 150 nM 
TIN2-Reverse 5'- GAT CCC GCA CTA TAG GTC CA -3' 300 nM 
TPPl-Forward 5'- CCC GGA GAG TTC TAT CTC CA -3' 300 nM 
TPPl-Reverse 5'- GGA CA G TGA TAG GCC TGC AT -3' 500 nM 
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DISCUSSION 
1. La longueur des télomères individuels 
Dans ce présent travail, nous avons étudié le profil de la longueur des télomères 
individuels dans un modèle de pathologie cancéreuse au début de la phase clinique, LMC à 
la PC. Nous avons également étudié les télomères individuels dans un modèle cellulaire du 
cancer de côlon afin de comprendre l'impact de certaines mutations fréquentes de TP53 sur 
la dynamique de la longueur des télomères individuels. 
1.1. Le profil des télomères individuels 
Nous avons d'abord mesuré la longueur des télomères individuels chez des sujets 
sains afin d'établir une base de comparaison pour nos études ultérieures avec des patients 
atteints de la LMC. Même si les deux études (chapitre 2, articles 2 et 3) concernant les 
sujets sains comportaient un nombre différent d'échantillons qui ont été analysés par des 
méthodes différentes, les résultats concordaient. Dans les deux cas, les télomères des 4q, 
5p, Xp et 3p étaient les plus longs et les télomères des 17p et 19p étaient les plus courts. 
D'autres études antérieures avaient également montré que ces télomères individuels étaient 
parmi les plus longs et les plus courts chez les individus normaux (Martens et al., 1998; 
Perner et al., 2003; Graakjaer et al., 2003). Après avoir établi le profil des télomères 
individuels chez les sujets normaux, nous avons déterminé celui des patients souffrant de la 
LMÇ (Chapitre 2, articles 2 et 3). Les télomères individuels sur les 18p et Xp étaient les 
plus longs alors que les plus courts se trouvaient sur les 20q, 21p et 21q. L'étude de la 
longueur des télomères individuels dans les lignées LoVo de carcinome du côlon a fait 
ressortir que le profil de certains télomères longs (lp et 3q) et courts (Yq et 21p) était 
conservé, indépendamment des mutations de la protéine TP53 (Chapitre 3, article 1). Ces 
données montrent qu'une différence existe entre le profil des télomères individuels des 
cellules normales et cancéreuses d'une part et entre les cellules de différents types de 
tumeurs d'autre part. La signature de la longueur des télomères individuels des cellules 
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tumorales pourrait être utilisée comme un biomarqueur de diagnostic ou pour le suivi 
thérapeutique dans certains cancers. 
Cependant, nous avons observé que le profil de certains télomères individuels 
pouvait changer d'un individu à un autre ou d'une cellule à une autre dans un même groupe 
nosologique de tumeur. Une étude faite chez les sujets normaux a montré qu'en plus de 
présenter un profil commun de longueur pour certains télomères individuels, chaque 
individu a une spécificité. Cette spécificité serait définie par des facteurs génétiques et 
héréditaires (Graakjaer et al., 2003). La spécificité génétique de chaque tumeur pourrait 
aussi moduler l'établissement du profil des télomères individuels. D sera nécessaire de faire 
des études sur de larges cohortes de patients pour corréler les données cliniques et le profil 
des télomères individuels dans différents cancers. 
1.2. Télomères individuels courts et raccourcissement 
En comparant la longueur des télomères individuels de patients souffrant de LMC 
avec celle des individus normaux, nous avons estimé que les télomères se trouvant sur les 
Yp, Yq et 5 q étaient ceux qui se raccourcissaient le plus dans ce type de leucémie (chapitre 
2, article 1). Nous avons suggéré que le raccourcissement prononcé des télomères sur les 
deux bras du chromosome Y pouvait expliquer son absence dans la PB de la LMC. En 
effet, la perte du chromosome Y est une des anomalies chromosomiques qui apparait au 
cours de l'évolution de la maladie (Mitelman et al., 1976; Mitelman, 1993). 
L'étude de l'impact des mutations de TP53 dans les lignées LoVo de carcinome du 
côlon a également montré que les télomères sur le bras chromosomique Yq sont parmi les 
plus courts des télomères individuels, indépendamment de la mutation. Le chromosome Y 
est même perdu dans la lignée présentant la mutation TP53-R175H (chapitre 3, article 1). 
Dans ce cas aussi, nous pouvons suggérer que la perte du chromosome Y pourrait être due à 
un raccourcissement accru des télomères. 
• Il a été montré que les télomères courts sont impliqués dans la génération des 
anomalies chromosomiques. Le raccourcissement prononcé des télomères peut provoquer la 
fusion des extrémités chromosomiques ce qui pourrait engendrer des chromosomes 
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dicentriques, la présence de séquences télomériques interstitielles et des translocations non 
réciproques (der-Sarkissian et al., 2004; Brugat et al., 2010; Roos et al., 2008). 
1.3. Télomères individuels longs et allongement 
Nos résultats indiquent qu'au moins 80 % des sujets atteints de LMC présentaient 
des télomères individuels de même taille ou longs sur les bras chromosomiques llp, 14p, 
17p, 18p, 19p et Xp, comparativement à ceux des sujets normaux (chapitre 2, article 2). En 
outre, l'analyse de standardisation par la valeur z au niveau cellulaire a montré que les 
télomères sur les bras chromosomiques 7q, llp, 15p, 18p et Xp étaient relativement longs 
dans une proportion élevée de cellules de certains patients. Par contre, on ne retrouvait pas 
cette tendance chez les sujets sains (chapitre 2, article 3). Contrairement aux cellules de la 
LMC, les mêmes types d'analyse n'ont pas permis de déceler des télomères longs et 
relativement longs dans les lignées LoVo (chapitre 3, article 1). Indépendamment des 
mutations de TP53, les lignées LoVo présentaient des télomères plus homogènes que ceux 
des cellules LMC. Cette homogénéité des télomères dans les lignées LoVo pourrait être 
attribuable à l'action de la télomérase dans le maintien des télomères des cellules de ces 
lignées. En effet, nous avons trouvé une forte expression de TERT dans les lignées LoVo. 
Lorsque la longueur des télomères est homogène, la télomérase agit sur l'ensemble des 
télomères au lieu de préférentiellement maintenir des télomères courts (Zhao et al., 2009). 
Par conséquent, le mécanisme de maintien des télomères des lignées LoVo pourrait être 
différent de celui des cellules de la LMC à la PC. 
• Des télomères individuels longs ont été observés dans certaines tumeurs. Une étude 
d'un cas de leucémie aigiie lymphoblastique à cellules B a révélé un allongement des 
télomères seulement sur les llq. Un mécanisme indépendant de la télomérase, 
probablement le mécanisme ALT, a été évoqué pour expliquer cet allongement sélectif des 
télomères d'un seul bras chromosomique (Krejci et al., 1999). En effet, l'une des 
caraçtéristiques du mécanisme ALT est la présence de longs télomères. Les cercles 
télomériques, et surtout ceux au niveau du brin riche en C, sont également très 
caractéristiques du mécanisme ALT (Bryan et al., 1995; Henson et al., 2009). En mettant en 
évidence la présence de cercles télomériques, nous avons montré que chez certains patients 
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atteints de LMC, certaines cellules pouvaient utiliser le mécanisme ALT pour maintenir 
leurs télomères (chapitre 2, article 4). 
La mise en évidence du mécanisme ALT et d'une activité élevée de la télomérase 
dans des cellules de la LMC (Chapitre 2, article 4) à la PC indiquerait une action 
coordonnée de ces deux mécanismes dans le maintien des télomères dans la LMC. En 
considérant nos résultats, l'activité élevée de la télomérase dans 100 % des cellules de la 
LMC à la PB (Ohyashiki et al., 1997; Broccoli et al., 1995) suggérait que la télomérase 
prendrait le dessus sur le mécanisme ALT au stade avancé de la LMC même si les deux 
sont présents au stade clinique initial de la maladie. Ce changement de mécanisme dans le 
maintien de la longueur pourrait être associé à l'évolution clonale de la maladie et ce 
modèle pourrait être présent dans d'autres types de cancers. Bien qu'environ 85 % des 
cellules tumorales expriment la télomérase, il se pourrait qu'un certain nombre de groupes 
cellulaires de ces tumeurs qui sont télomérase positive utilisent le mécanisme ALT pour 
maintenir leurs télomères. Aussi, au cours de l'évolution de la pathologie tumorale, il se 
pourrait que certaines cellules qui étaient télomérase positive utilisent le mécanisme ALT 
pour'maintenir leurs télomères. Il serait donc essentiel de faire la recherche systématique de 
ces deux mécanismes dans des tumeurs à différents stades de leur évolution pour s'assurer 
d'une meilleure efficacité d'une éventuelle thérapie qui ciblera télomérase. 
1.4. Allongement clonal des telomeres individuels 
• L'étude des télomères individuels dans la LMC nous a permis de mettre en évidence 
des télomères individuels relativement longs. Certains bras chromosomiques récurremment 
présentaient ces télomères longs (chapitre 2, article 3). Nous avons suggéré que ces 
télomères individuels seraient associés à une expansion clonale à cause de la présence de 
groupes cellulaires présentant ces télomères longs dans plusieurs échantillons de la LMC. 
Nous avons émis l'hypothèse que l'apparition des télomères relativement longs serait 
postérieure à la translocation t(9;22). En effet, il a été montré dans l'étude d'un cas de 
leucémie lymphoblastique de type B que les télomères sur le 1 lq s'allongeaient au cours de 
l'évolution de la maladie et cet allongement était associé à une expansion clonale. En outre, 
les auteurs de cette étude ont montré que l'allongement des télomères sur le 1 lq est un 
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événement postérieur à la translocation t(9;22) qui est était la principale anomalie 
chromosomique présente dans ce cas de leucémie (Krejci et al., 1999). 
L'allongement relatif des télomères individuels pourrait être une cause ou une 
conséquence de la sélection clonale. L'allongement de télomères individuels sur certains 
chromosomes, considérés comme des chromosomes clés dans la tumorigenèse, pourrait 
entraîner une baisse de l'expression de certains gènes dans la région subtélomérique de ces 
chromosomes. La sous-expression des gènes serait due à un effet de position télomérique 
due à l'allongement excessif des télomères et de la propagation de la chromatine 
télomérique au-delà de la région subtélomérique (Baur et al., 2001; Koering et al., 2002). Si 
ces gènes ont, par exemple, des fonctions antiprolifératives, alors l'allongement sélectif de 
ces télomères individuels donnerait un avantage prolifératif aux cellules hébergeant ces 
longs télomères individuels. En revanche, les télomères individuels pourraient être la 
conséquence d'une sélection clonale. Des modifications génétiques ou épigénétiques 
pourraient conférer à certaines cellules un avantage prolifératif. Ensuite, ces mêmes cellules 
présenteraient d'autres caractéristiques telles que l'allongement sélectif des télomères sur 
certains bras chromosomiques. Le mécanisme de recombinaison télomérique qui peut être 
causé par des changements épigénétiques des régions subtélomériques et télomériques 
(Benetti et al., 2007a) serait à la base de cet allongement de certains télomères individuels. 
L'allongement clonal des télomères individuels pourrait servir de marqueur de suivi 
clinique. Une bonne corrélation entre les données cliniques et l'allongement clonal des 
télomères individuels permettrait de mieux évaluer leurs valeurs cliniques. Sur le plan 
fondamental, la connaissance des mécanismes sous-jacents l'allongement des télomères 
individuels permettrait de mieux élucider les différents mécanismes de maintien des 
télomères. En outre, une bonne compréhension de l'association entre de longs télomères 
individuels et l'expansion clonale enrichirait davantage nos connaissances quant aux 
fonctions des télomères dans la survie cellulaire. 
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1.5. Mécanisme de maintien des télomères longs 
La recombinaison est tin des mécanismes de maintien de la longueur des télomères 
chez les cellules utilisant la voie ALT. Cette recombinaison se caractérise surtout par une 
fréquence élevée d'échanges de séquences télomériques (Londono-Vallejo et al., 2004). 
Bien que certaines des cellules de LMC soient positives pour le mécanisme ALT, elles 
présentent des télomères plus courts et homogènes que les cellules reconnues pour utiliser 
ce mécanisme (Chapitre 2, article 2, 3 et 4). Cependant, il a été suggéré que les cellules de 
mammifères peuvent utiliser divers mécanismes de recombinaison pour le maintien des 
télomères et que le processus ALT ne se produit pas par un seul mécanisme (Morrish and 
Greider, 2009). La longueur des télomères individuels de certaines cellules de LMC est 
semblable à celle des cellules de lymphomes murins qui sont négatives pour la télomérase 
(Morrish and Greider, 2009). Dans ce modèle, le mécanisme de maintien des télomères 
évoqué ressemble au mécanisme de recombinaison utilisé chez le survivant de type I de la 
levure (Morrish and Greider, 2009; McEachern and Haber, 2006). Ainsi, la recombinaison 
favoriserait l'allongement sélectif de certains télomères individuels. La présence de 
marqueurs épigénétiques au niveau des régions subtélomériques et télomériques pourrait 
aussi être un des facteurs favorisant cette recombinaison. En effet, les cellules déficientes 
en HMTases Suv4-20h ou Suv39h sont caractérisées par une perte de méthylation de la 
chromatine télomérique et par une augmentation de la fréquence des recombinaisons 
télomériques sans changement du profil de méthylation de l'ADN subtélomérique (Benetti 
et al., 2007b). Il serait intéressant d'étudier les marqueurs épigénétiques des régions 
subtélomériques des télomères individuels longs et des télomères individuels impliqués 
dans le processus de recombinaison. 
1.6. Anomalies chromosomiques et télomères 
Nous avons montré que, dans une même tumeur, des changements de la longueur 
des télomères pouvaient être associés à certaines anomalies chromosomiques. Dans les 
cellules LoVo avec la mutation TP53-R175H, nous avons trouvé que les télomères des 
cellules polyploïdes présentaient des télomères plus longs ceux des cellules non 
polyploïdes. Dans cette même lignée, nous avons aussi trouvé que le groupe cellulaire 
ayant la translocation t(4;15) présentait des télomères plus longs que ceux du clone sans 
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cette translocation. Par contre, nous n'avons pas trouvé de différence entre la longueur des 
télomères des cellules polyploïdes et non polyploïdes de la lignée LoVo avec la mutation 
TP53-A143V (chapitre 3, article 1). Nous suggérons qu'au sein d'une même tumeur la 
longueur des télomères peut varier selon des groupes cellulaires ayant des anomalies 
chromosomiques spécifiques. Une étude antérieure montrait une relation entre la longueur 
des télomères et la présence de certaines anomalies chromosomiques dans le syndrome 
myélodysplasique. Même si cette étude n'a pas été faite dans la même tumeur, les résultats 
restent pertinents. Les patients avec un caryotype normal présentaient des télomères plus 
courts (6,5 kb) que ceux des patients avec une délétion 5q isolée (7,2 kb), avec un 
caryotype complexe (7,3 kb) et avec une monosomie isolée du chromosome 7 (7.6 kb) 
(Lange et al., 2010). De plus, les patients avec une monosomie isolée du chromosome 7 
avaient des télomères plus longs que ceux des patients ayant cette même anomalie et un 
caryotype complexe (7,6 kb versus 6,8 kb) (Lange et al., 2010). L'association entre des 
groupes cellulaires ayant des anomalies chromosomiques spécifiques et la longueur des 
télomères aurait probablement un impact sur la capacité proliférative et l'agressivité de la 
tumeur. H serait intéressant d'étudier comment l'activité de la télomérase varie entre les 
différents groupes cellulaires pour mieux comprendre les mécanismes mis en jeu pour 
maintenir leurs télomères. 
2. Architecture nucléaire des télomères 
2.1. Remodelage de l'architecture nucléaire des télomères à la suite des dommages à 
l'ADN 
Le remodelage de l'architecture nucléaire des télomères se produirait dès l'initiation 
de la cancérogenèse (Mai and Garini, 2006). Les dommages à l'ADN sont connus pour être 
des éléments précurseurs du cancer. Dans ce travail, nous avons utilisé un modèle cellulaire 
pour étudier le remodelage de l'architecture nucléaire des télomères en réponse à 
l'exposition à des agents endommageant l'ADN. Nous avons montré que l'architecture 
nucléaire des télomères était perturbée de manière différente en fonction des agents 
génotoxiques utilisés (chapitre 1, article 1). Par exemple, les UVB entraînaient la formation 
de plus d'AT que les rayons gamma et le H2O2. Récemment, il a d'ailleurs été montré que 
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malgré la formation de DCP générés par les UVB au niveau des télomères, la réplication 
cellulaire et la longueur des télomères n'étaient pas affectés (Rochette and Brash, 2010). En 
revanche, les dommages oxydatifs tels que les 8-oxoguanines générés par H2O2 (Wang et 
al., 2010) et les rayons gamma (données non publiées) étaient réparés au niveau des 
télomères. Par conséquent, nous suggérerons qu'il pourrait y avoir une relation entre des 
DCP non réparés et les AT dans les cellules exposées aux UVB. 
En plus des stress exogènes, comme c'est le cas lors d'une exposition aux agents 
génotoxiques, des stress endogènes pourraient également induire une altération de 
l'organisation nucléaire des télomères dans les cellules non tumorales. Par exemple, des 
études ont montré la présence d'AT dans l'hépatite C et la prééclampsie (Amiel et al., 
2009; Sukenik-Halevy et al., 2009). Le processus inflammatoire généré au cours de ces 
pathologies a été suggéré pour expliquer la présence de ces AT. De plus, il a été montré que 
les AT se formaient progressivement dans les cellules sénescentes et que ces AT étaient 
associés aux foyers de dommages télomériques (Raz et al., 2008). 
En plus des dommages à l'ADN et des mutations qui en découlent, les agents 
endommageant l'ADN peuvent induire un remodelage de l'architecture nucléaire des 
télomères. Ce remodelage, associé à un changement de position des chromosomes, pourrait 
être des éléments impliqués dans l'initiation du cancer. Cependant, nous ne pouvons être 
que spéculatifs puisqu'en général, l'induction du cancer par des agents endommageant 
l'ADN se fait à la suite d'une exposition chronique à de faibles doses de ces agents. Le 
modèle que nous avons utilisé est donc loin de simuler l'induction du cancer. De futures 
études pourront explorer l'impact d'une exposition chronique des agents génotoxiques sur 
l'architecture nucléaire des télomères. 
2.2. Remodelage de l'architecture nucléaire des télomères dans une pathologie 
néoplasique : LMC 
, Nous avons étudié l'architecture nucléaire des télomères dans un modèle de 
pathologie cancéreuse, la LMC à la PC. Nos résultats indiquent que l'altération de 
l'organisation nucléaire des télomères était marquée par la présence d'AT ainsi que par un 
changement de position et de distribution des télomères dans le noyau (chapitre 2, article 
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1). Ges résultats sont en concordance avec ceux des travaux antérieurs (Chuang et al., 2004; 
Mai and Garini, 2006; Gadji et al., 2010; Knecht et al., 2009) et ils confirment l'hypothèse 
selon laquelle le remaniement de l'architecture nucléaire des télomères pourrait survenir 
dès la première phase clinique d'une pathologie cancéreuse (Mai and Garini, 2006). Aussi, 
nous avons pu catégoriser les patients atteints de LMC en deux groupes en fonction du 
nombre d'AT. Nous ignorons la valeur clinique de cette catégorisation puisque les données 
cliniques n'étaient pas disponibles. Cependant, certaines études ont montré que les AT 
pouvaient avoir une valeur clinique de diagnostic ou de pronostic dans le cancer. Par 
exemple, les patients atteints du lymphome non Hodgkinien avaient moins d'AT au 
moment du diagnostic que ceux en rechute (Goldberg-Bittman et al., 2008). Une autre 
étude a montré que les patients atteints de glioblastomes pouvaient être séparés en 3 
catégories en fonction du nombre des télomères et d'AT (Gadji et al., 2010). Un nombre 
élevé de télomères et d'AT chez ces patients a été associé à un temps de survie plus court. 
Cette étude a entrouvert la possibilité d'utiliser les AT comme biomarqueur de pronostic 
(Gadji et al., 2010). Nos résultats obtenus avec la LMC pourraient également avoir une 
valeur clinique. Par contre, des études seront nécessaires pour corréler l'architecture 
nucléaire des télomères avec les données cliniques, et ce, au cours des différentes phases 
cliniques de la LMC. 
2.3. Remodelage de l'architecture nucléaire à la suite des mutations de TP53 
Au cours du processus néoplasique, des mutations se produisent au niveau des 
gènes comme TP53 qui ont un rôle capital dans le maintien du génome. Grâce à un modèle 
cellulaire de cancer du côlon, nous avons étudié l'impact de certaines mutations de la 
protéine TP53 parmi les plus fréquentes (TP53-A143V, TP53-R175H et TP53-R273H) sur 
l'architecture nucléaire des télomères. Les télomères de toutes les cellules mutantes étaient 
localisés en périphérie du noyau contrairement à ceux des cellules du type sauvage. De 
plus, les AT étaient significativement plus nombreux dans les mutants TP53-A143V et 
TP53-R175H comparativement au mutant TP53-R273H et au type sauvage (chapitre 3, 
article 1). 
Un changement du profil d'expression de la lamine A a été impliqué dans la 
tumorigenèse. Particulièrement, la sous-expression du gène LMNA a été associée, chez 
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l'homme, aux leucémies, lymphomes, au cancer pulmonaire à petites cellules et au cancer 
du côlon (Agrelo et al., 2005; Prokocimer et al., 2006). Ces données suggèrent que la 
lamine A joueraient une fonction dans la suprression des tumeurs. Dans les cellules 
sénescentes, une dysfonction de la lamina nucléaire a été associée à line localisation 
nucléaire périphérique des télomères (Raz et al., 2008). Une autre étude subséquente a 
confirmé cette association en montrant qu'une perte de la lamine A, une composante de la 
lamina nucléaire, conduit à un déplacement des télomères vers la périphérie du noyau 
(Gonzalez-Suarez et al., 2009). Le déplacement des télomères vers la périphérie nucléaire 
dans les lignées mutantes de TP53 pourrait suggérer une action synergique de TP53 et de la 
lamine A dans le maintien de l'homéostasie des télomères. 
La compartimentation chromatinienne pourrait jouer un rôle très important dans le 
remodelage de l'architecture nucléaire des télomères dans les cellules cancéreuses. Le 
positionnement de la chromatine et d'autres composantes nucléaires dans un espace 3D 
nucléaire constituent l'architecture nucléaire (Cremer et al., 2006; Meaburn et al., 2007). 
Cette architecture sert de cadre pour l'organisation et la régulation de divers processus 
nucléaires (Zink et al., 2004). Différentes régions du génome occupent des territoires 
spécifiques dans le noyau (Cremer et al., 2006). Les régions chromatiniennes pauvres en 
gènes sont situées à la périphérie nucléaire alors que les régions riches en gènes ont 
tendance à être au centre nucléaire (Croft et al., 1999; Boyle et al., 2001). Cependant, les 
territoires chromosomiques ne sont pas statiques, mais plutôt dynamiques (Osborne et al., 
2004). 
Certaines études ont suggéré que des altérations chromatiniennes définissent le 
positionnement des chromosomes et des loci du génome. Par exemple, l'inhibition des 
histones déacetylases par un traitement prolongé à la trichostaine A entraine un 
repositionnement réversible des domaines de l'hétérochromatinienne péricentrique à la 
périphérie nucléaire (Taddei et al., 2004b). Une perturbation du positionnement des 
chromosomes peut affecter l'expression des gènes (Marella et al., 2009), générer des 
anomalies chromosomiques (Louis et al., 2005) et dérégler le fonctionnement de la cellule 
(Solovei et al., 2009). La position qu'occupent les chromosomes dans le noyau peut soit 
être modifiée ou conservée dans les cellules tumorales (Murata et al., 2007). Il est aussi 
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connu que les télomères contribuent au positionnement des chromosomes dans les noyaux 
interphasiques (Pandita et al., 2007). Par conséquent, une altération de la chromatine au 
cours du processus néoplasique pourrait aussi induire un repositionnement des télomères et 
entrainer un remodelage de l'architecture nucléaire des télomères. 
Dans les cellules cancéreuses, le positionnement nucléaire des télomères pourrait 
donc contribuer au remodelage de l'architecture nucléaire des chromosomes et provoquer 
une modification de l'expression génique, des anomalies chromosomiques et une instabilité 
génomique. Récemment, l'utilisation de microscope à haute résolution a permis de 
déterminer une altération de l'organisation nucléaire de la chromatine associée à des AT 
dans le lymphome Hodgkinien (Mai, 2010). Il ne serait pas surprenant de constater une 
association entre les mutations spécifiques de TP53 qui induisent un nombre élevé d'AT et 
une altération de la chromatine. 
Le nombre élevé d'AT dans les mutants TP53-A143V et TP53-R175H suggère une 
implication de la protéine TP53 dans la genèse des AT. En effet, les mutations TP53-
A143V et TP53-R175H changent considérablement la conformation de la protéine TP53 
alors que la mutation TP53-R273H perturbe la liaison de TP53 avec ses gènes cibles et 
garde aussi une conformation native de TP53 (Joerger and Fersht, 2007). Ainsi, le type de 
mutation de TP53 serait impliqué dans la genèse des TA. Il serait intéressant d'explorer si 
un gain ou une perte de fonction de TP53 est aussi associé à la formation des AT. 
2.4. Mécanismes de formation des agrégats télomériques 
Les mécanismes responsables de la formation des AT ne sont pas encore connus. 
Par contre, certains éléments convergent pour incriminer des protéines importantes pour le 
maintien de l'intégrité du génome ou impliquées dans la formation du capuchon 
télomérique. Par exemple, une dérégulation de la protéine MYC induit la formation d'AT 
dans un modèle murin (Louis et al., 2005). Une étude subséquente a précisé que la boite II 
du domaine N-terminal de MYC, requise pour l'accomplissement de plusieurs fonctions de 
MYC, est l'élément essentiel entraînant la formation des AT par la voie impliquant MYC 
(Caporali et al., 2007; Stone et al., 1987). En outre, dans la lignée immortelle de 
kératinocytes HaCaT qui exprime MYC de manière constitutive, les AT ont été associés à 
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un faible niveau de la protéine télomérique TERF2 (Ermler et al., 2004). Ces données 
appuient l'hypothèse selon laquelle les protéines du capuchon télomérique seraient 
impliquées dans la genèse des AT (Mai, 2010). En effet, une absence de TERF2 conduit à 
des fusions chromosomiques et une instabilité chromosomique (van Steensel et al., 1998; 
Celli and de Lange, 2005). D'autres protéines oncogéniques comme HRAS pourraient aussi 
être impliquées dans la formation des AT puisque HRAS induit des réarrangements 
chromosomiques qui impliquent des séquences télomériques dans les cellules BALB/3T3 
(Peitl et al., 2002). Des extrémités chromosomiques sans signaux télomériques, des signaux 
télomériques interstitiels et des fusions chromosomiques ont été observés dans ce modèle. 
Il est donc tentant de spéculer que, comme MYC, HRAS pourrait modifier l'organisation 
nucléaire des télomères. 
La protéine TP53 pourrait aussi être impliquée dans le mécanisme de formation des 
AT. Tel que mentionné précédemment, nous avons trouvé que les mutants TP53-R175H et 
TP53-A143V présentaient une fréquence plus élevée d'AT que le mutant TP53-R273H et 
la forme sauvage (chapitre 3, article 1). De plus, nous avons remarqué que le gène POT1 
était réprimé dans les mutants. Nous croyons qu'une dysfonction de la protéine POT1, 
associée à des mutations spécifiques de TP53, conduirait à la formation des AT. H est à 
noter qu'environ 50% des cellules des mutants TP53-R175H et TP53-A143V étaient 
tétraploïdes et à une dérégulation de POT1 en absence de TP53 peut-être à l'origine de la 
tétraploïdie (Davoli et al., 2010). Il serait donc intéressant de comprendre la relation entre 
les mutations de TP53 et POT1 dans la genèse des AT. 
2.5 Conséquences des conséquences des agrégats télomériques 
• Les AT peuvent conduire à une instabilité génomique en favorisant la fusion des 
extrémités chromosomiques. En effet, une dérégulation de la protéine MYC dans le 
modèle murin est suivie de la formation d'AT, du changement de la position des 
chromosomes, de la fusion des extrémités chromosomiques, de l'initiation des cycles de 
cassure-fusion-pont chromosomique, et de l'apparition d'aberrations chromosomiques 
(Louis et al., 2005). Dans le lymphome de Hodgkin humain, les AT favoriseraient 
l'instabilité génomique contribuant ainsi à la transition des cellules mononuclées de 
Hodgkin aux cellules multinuclées de Reed-Sternberg (Knecht et al., 2009). L'association 
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entre un temps de survie court et un nombre élevé d'AT chez les patients atteints de 
glioblastome est indicatif de l'implication des AT dans la pathogenèse de cette affection 
(Gadji et al., 2010). En plus de l'instabilité génomique, des foyers de dommages 
télomériques ont été associés aux AT dans les cellules sénescentes (Raz et al., 2008). 
Pour mieux comprendre le rôle des AT dans le cancer et dans d'autres 
dysfonctionnements cellulaires, nous devrons répondre à différentes questions qui ont été 
posées par Mai et al. Est-ce que les AT et les réarrangements chromosomiques sont 
nécessaires avant qu'une cellule ne devienne tumorigène? Est-ce que des patrimoines 
génétiques spécifiques favoriseraient la formation des AT? La formation d'AT est-elle 
réversible? Si les AT sont réversibles, est-ce qu'il existe des conditions dans lesquelles ils 
deviennent irréversibles (Mai and Garini, 2006)? L'utilisation de modèles cellulaires et 
murins appropriés ainsi que l'émergence de nouvelles technologies permettant une 
exploration plus approfondie du génome aideront à répondre à ces questions. Par exemple, 
la microscopie à éclairage 3D-structurelle (3D-SIM) (Gustafsson, 2000; Schermelleh et al., 
2008), qui a une résolution plus grande (10 fois plus) que la microscopie optique à champ 
large (Mai, 2010), sera d'un apport considérable dans la quête aux réponses des questions 
mentionnées ci-dessus. 
CONCLUSIONS 
L'objectif de cette thèse était d'étudier la longueur des télomères individuels et leur 
architecture nucléaire dans les cellules cancéreuses. 
En utilisant la LMC comme modèle, nous avons pour la première fois établi le 
profil de longueur de tous les télomères individuels dans une pathologie cancéreuse. 
L'établissement de ce profil nous a permis de distinguer les caractéristiques des télomères 
individuels dans la LMC. Le taux de raccourcissement des télomères était différent d'un 
bras chromosomique à un autre, contrairement à ce qui a déjà été établi pour les cellules 
normales. Certains télomères individuels des cellules de la LMC pouvaient être plus longs 
que ceux des cellules normales. En outre, les télomères individuels de certains bras 
chromosomiques étaient relativement longs de manière récurrente. Ces télomères 
pourraient être associés à une expansion clonale et être déterminants dans la survie des 
cellules leucémiques. 
Sur le plan clinique, ces caractéristiques de longueur des télomères individuels des 
cellules de la LMC pourraient être utilisées comme un biomarqueur de pronostic. En 
s'inspirant de ces résultats, il se pourrait que la longueur des télomères individuels serve 
d'outil de diagnostic ou de suivi thérapeutique dans d'autres pathologies cancéreuses. Sur 
le plan fondamental, ces données soulèvent des questions concernant les mécanismes de 
maintien de la longueur des télomères individuels ainsi que leurs rôles dans la survie 
cellulaire. Ce questionnement nous a conduits à montrer que le mécanisme ALT est une des 
voies de maintien des télomères individuels dans la LMC à la PC, qui est la phase clinique 
initiale de la LMC. L'utilisation du mécanisme ALT par les cellules de la LMC à la PC 
laisse entrevoir que d'autres cellules cancéreuses pourraient également utiliser le 
mécanisme ALT à certaines phases évolutives de la maladie, même si la télomérase est 
activée. Donc, une recherche systématique des marqueurs du mécanisme ALT, de même 
que la mesure de l'activité de la télomérase dans les cellules cancéreuses seraient capitales 
pour le succès des thérapies ciblant la télomérase. Enfin, l'étude des télomères individuels 
dans un modèle cellulaire du cancer du côlon nous a permis de déterminer que des 
mutations spécifiques de TP53 pouvaient être associées à des profils de longueur des 
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télomères individuels distincts au sein d'une même cellule cancéreuse. Par conséquent, la 
longueur de certains télomères individuels peut changer en fonction de certaines mutations 
dans une même tumeur. 
Nous avons également étudié l'architecture nucléaire des télomères dans les 
fibroblastes normaux après leur exposition à des agents endommageant l'ADN, dans les 
cellules de la LMC et dans un modèle cellulaire de cancer du côlon avec différentes 
mutations de TP53. 
Nous avons observé des changements de l'architecture nucléaire des télomères suite 
à l'exposition à certains agents génotoxiques. Ces changements, marqués par un nombre 
élevé d'AT et une modification de la forme du volume qu'occupent les télomères dans le 
noyau, dépendaient de l'agent génotoxique et étaient fonction du temps après l'exposition. 
En plus, nous avons montré une surexpression de certains gènes du capuchon télomérique à 
des temps très courts après exposition aux agents endommageant l'ADN. Ici aussi, la 
surexpression de ces gènes dépendait de l'agent génotoxique. Nous avons proposé que 
certains gènes du capuchon télomériques sont parmi les premiers médiateurs des dommages 
à l'ADN et que l'altération de l'organisation nucléaire des télomères par des agents 
génotoxiques est une voie qui perturbe l'homéostasie cellulaire. 
Ensuite, dans les cellules de la LMC, nous avons montré que le remodelage 
nucléaire des télomères pouvait survenir dès la PC de la maladie et qu'il était caractérisé 
par un nombre élevé d'AT. Nous avons catégorisé les échantillons de LMC en deux 
groupes en fonction du nombre d'AT. Des études de corrélation clinique permettraient de 
préciser la valeur clinique de ces AT dans la LMC. Aussi, notre étude a permis de 
confirmer que le remodelage de l'architecture nucléaire des télomères pouvait survenir à un 
stade précoce d'une pathologie cancéreuse. H reste maintenant à vérifier si le remodelage de 
l'architecture nucléaire des télomères est un des événements initiaux de la cancérogenèse. 
Enfin, nous avons montré que des mutations spécifiques de TP53 entraînaient une 
altération de l'organisation nucléaire des télomères, associée à une instabilité génomique. 
Les mutants R175H et A143V présentaient une instabilité chromosomique qui était 
associée à un nombre élevé d'AT et à une localisation des télomères plus à la périphérie du 
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noyau. Nous avons confirmé l'association entre l'altération de l'architecture nucléaire des 
télomères et l'instabilité chromosomique. Aussi, nous avons proposé le rôle prépondérant 
de certaines mutations spécifiques de TP53 dans la genèse du remodelage de l'architecture 
nucléaire des télomères dans le cancer. 
Le travail présenté dans cette thèse a enrichi notre connaissance dans la 
compréhension de la dynamique de la longueur et de l'architecture nucléaire des télomères 
dans le cancer. Il balise le terrain pour de futures recherches dans la perspective de 
comprendre plus en profondeur l'implication des télomères dans la genèse du cancer, dès 
son initiation jusqu'au stade morbide et mortel. Les investigations ultérieures sur les 
télomères dans le cancer devront s'appesantir sur l'étude de la longueur individuelle et de 
l'architecture nucléaire des télomères, qui restent encore des champs de recherche peu 
explorés dans la biologie des télomères. Sur le plan clinique, ces deux domaines de 
recherche ont la potentialité d'être précurseurs de nouveaux biomarqueurs de diagnostic ou 
de suivi des pathologies cancéreuses. Sur le plan fondamental, ils aideront à une meilleure 
compréhension des mécanismes de maintien de la longueur des télomères et de 
l'implication du remodelage de leur architecture nucléaire dans l'initiation des tumeurs et 
l'instabilité génomique. L'exploration de ces deux champs de recherche grâce aux 
nouvelles technologies de microscopie et de génomique aidera certainement à faire une 
avancée notable dans la recherche sur le cancer. 
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Smpmary 
The ends of human chromosomes are constituted of telomeres, a nucleoprotein 
complex. They are mainly formed by the entanglement of repeat DNA and telomeric and 
non-telomeric proteins. Telomeric sequences are lost in each cell division and this loss 
happens in vitro as well as in vivo. The diminution of telomere length over the cell cycle 
has led to the consideration of telomeres as a 'mitotic clock'. Telomere lengths are 
heterogeneous because they differ among tissues, cells, and chromosome arms. Cell 
proliferation capacity, cellular environment, and epigenetic factors are some elements that 
affect this telomere heterogeneity. Also, genetic and environmental factors modulate the 
difference in telomere lengths between individuals. Telomere length is regulated by 
telorpere structure, telomerase, the enzyme that elongates the 3'-end of telomeres, and 
alternative lengthening of telomeres (ALT) used exclusively in immortalized and cancer 
cells. The understanding of telomere length dynamic in the normal population is essential 
to develop a deeper insight into the role of telomere function in pathological settings. 
303 
1. Introduction 
Telomeres are the ends of chromosomes. In humans, telomeres are constituted of a 
nucleoprotein complex, composed of DNA repeats and a myriad of telomeric and non-
telomeric proteins (Chong et al., 1995; De Boeck et al., 2009; de Lange, 2009; Moyzis et 
al., 1,988). Human telomeres measure between 5 and 15 kb and their repeat unit DNA is 
5TTAGGG/CCCTAA3' (Fig. 1). Telomere ends resemble a DNA double-stranded break 
with an overhang at its 3'-end of the G-rich strand and this overhang measures between 35 
and 600 nucleotides (nt) (Makarov et al., 1997; McElligott and Wellinger, 1997; Stewart et 
al., 2003; Wright et al., 1997) (Fig. 1). This G-rich strand serves as an anchor for 
telomerase binding by pairing with telomerase RNA subunit and, as a result, telomerase 
elongates the overhang by adding telomeric sequences (Masutomi et al., 2003; Morin, 
1989; Zhao et al., 2009). In addition, G-overhang serves as a binding site for the protection 
of telomere-1 (POTl) telomere binding protein, might influence replicative senescence, and 
participates in the formation of higher telomere structure order, the telomere loops 
(Baumann and Cech, 2001; Griffith et al., 1999a; Lei et al., 2004; Stewart et al., 2003). G-
overhang bends on itself with the rest of telomeric DNA to form a telomere loop (T-loop) 
(Griffith et al., 1999b). It protects telomeres from being recognized as double-stranded 
breaks by sequestering the telomeric 3'-overhang. Therefore, this higher order telomere 
structure is a first layer of telomere protection and confers the architectural structure to 
telomeres to resolve the end protection problem (de Lange, 2009; Griffith et al., 1999b) The 
T-loop is maintained and protected by telomeric and non-telomeric proteins which act in 
concert to form the telomere structure. There are six telomeric proteins and these form the 
shelterin complex. These telomeric proteins are TRF1, TRF2 (telomere repeat factor-1 and 
-2), POTl (protection of telomere-1), TIN2 (TRF1-interacting protein 2), Rapl (the human 
ortholog of the yeast Repressor/Activator Protein 1), and TPP1 (tripeptidyl peptidase 1, 
also known as TINT1/PTOP/PIP1). They protect telomeres by maintaining telomere 
structure, repress the DNA repair machinery at telomeres, and regulate telomere length (for 
review see Palm and de Lange, 2008). Telomeric heterochromatin is another component of 
telomere structure and is involved in telomere structure homeostasis and telomere length 
regulation (Benetti et al., 2007a; Benetti et al., 2007b; Schoeftner and Blasco, 2010). All of 
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these elements form a unique and highly order structure the stability of which depends on 
the telomere length. 
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Fig. 1. Telomeric sequences. 
Telomeric DNA is formed by a tandem repeat of six nucleotides. Telomere ends by a 
structure resembling DNA double-strand break and a single-stranded overhang at its 3'-end. 
The single-strand is a G-rich strand. While the G-rich strand ends by random nucleotide, 
the C-strand mostly ends by a sequence specific ATC-5'. Telomeres are tethered to bulk 
genomic by subtelomeric regions that contain telomeric degenerate sequences. 
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Another characteristic of telomeres is their length dynamic. Indeed, telomere 
sequences are lost in each cell cycle; consequently, telomere lengths have been associated 
with'cellular proliferation (Harley et al., 1990; Hastie et al., 1990). Due to the imbalance 
between cell proliferation and telomere length maintenance, short telomeres are one of the 
hallmarks of cancer and premature aging in cells. Loss of telomere sequences is thought to 
be one of the early events of these pathologies. A disruption of telomere length homeostasis 
affects telomere structure and leads to genomic instability by generating chromosome end-
to-end fusion and chromosomal abnormalities (de Lange, 2009). The understanding of the 
biology of telomere lengths in normal humans is the first step towards acquiring a deeper 
knowledge about their involvement in pathological settings. In this review, we will discuss 
features of telomere lengths in normal humans and, in some cases, compare this to certain 
pathologies. 
2. Methods to measure telomere length 
Diverse methods have been used to measure the length of telomeres in genomic 
DNA and cytological preparations (Table 1). 
2.1. Telomere length measurement from genomic DNA 
The main techniques to measure telomere length from genomic DNA are the 
telomere restriction fragment (TRF) analysis, quantitative PCR, and the single telomere 
length analysis (STELA). The TRF is the gold standard to measure telomere length (de 
Lange et al., 1990) and is based on the digestion of genomic DNA by restriction enzymes 
that do not cut telomeric sequences. Subsequently, gel electrophoresis and Southern blots 
are carried out and the length of telomeres is revealed with a labeled telomeric probe. The 
resultant DNA size distribution on the gel represents telomere lengths and the average 
length is calculated according to smear size and intensity. One of the advantages of this 
technique is the assessment of telomeric length in kb that enables a comparison between 
different studies. However, the major limitation of TRF is the requirement of a large 
amount of DNA; for instance, the minimal amount of DNA for TRF is 1.5 |ig. The 
quantitative PCR-based method has overcome this difficulty by using a small amount of 
DNA between 25 and 50 ng (Cawthon, 2002; Cawthon, 2009). This technique is based on 
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the simultaneous amplifications of telomeric sequences by specific primers and a reference 
gene sequence. Then, the average length of telomeres is assessed by comparing the ratio of 
the telomeric copies to those of the reference gene. Due to the small amount of DNA 
needed and its rapidity, the quantitative PCR is widely used in epidemiological studies to 
measure the average length of telomeres. However, comparison of telomere lengths 
between different studies cannot be done. Also, it is impossible to assess the distribution of 
telomere length within a sample whereas it can be assessed by TRF. The STELA is another 
method of measuring telomere length (Baird et al., 2003). Specific to STELA and contrary 
to TRF and quantitative telomere PCR, STELA measures the length of individual 
telomeres. STELA is based on a ligation-mediated PCR with universal adaptor primers, one 
anchoring to the 3'-end of telomeres, and a second specific primer for the closest 
subtelomere region of the specific chromosomal telomere being measured. After Southern 
blot analysis, the PCR product is revealed by a specific telomeric or subtelomeric labeled 
probe and the resultant bands represent the telomere length for the specific telomere 
measured. STELA can measure a critically short telomere and assess allelic difference in an 
individual telomere length. The main disadvantage of this method is that only a few 
specific telomeres can be measured: 2p, 1 lq, 12q, 17p, and XpYp (Capper et al., 2007). 
2.2. Telomere length measurement from cells and chromosomes 
At the cellular and chromosomal levels, telomere lengths are measured using 
fluorescence-based methods, either fluorescence in situ hybridization (FISH) (Lansdorp et 
al., 1996; Moyzis et al., 1988) or the primed in situ (PRINS) labeling technique (Therkelsen 
et al:, 1995; Yan et al., 2004). The former is based on the use of a fluorochrome-labeled 
telomeric probe, whereas the latter uses in situ elongation by specific telomeric primers and 
marked or labeled dinucleotides. Among the fluorescent methods used to measure telomere 
length, FISH with the peptidic nucleic acid (PNA) telomeric probes is the most frequently 
used (Gadji et al., 2010; Lansdorp et al., 1996; Lin and Yan, 2005; Samassekou et al., 2009; 
Yan jet al., 2004). The combination of flow cytometry and telomere PNA-FISH has enabled 
measurement of telomere length in single cells. Moreover, this technique has the advantage 
of measuring telomere length in different types of cells in the same cell or tissue 
preparation (Baerlocher et al., 2006; Rufer et al., 1998). A variant of flow telomere-FISH is 
308 
the measurement of telomere lengths in three dimensions (Vermolen et al., 2005; see also 
Klonisch et al. in this review series). Signal intensities of telomeres are recorded from 
different focal plans and then integrated. Specific software measures the intensity of each 
telomeric signal within a nucleus. Advantages of this method include the accurate 
measurement of telomere lengths and three-dimensional orientation of telomeres within a 
single interphase nucleus (Gadji et al., 2010; Vermolen et al., 2005). However, this method 
cannot identify and measure telomere length on each specific chromosome. The 
quantitative FISH on metaphases resolves this shortcoming by measuring telomere length 
on each chromosome arm as a mean of relative fluorescence units that correlates with 
telomere size in kb (Lansdorp et al., 1996; Londono-Vallejo et al., 2001; Martens et al., 
1998; Perner et al., 2003; Samassekou et al., 2009). This technique has the advantage of 
measuring the length difference between homologous individual telomeres and between 
telomeres on both ends of the same chromosome. Moreover, it allows the combined study 
of chromosomal abnormalities and the measurement of telomere lengths. The main 
drawback of this technique is the need for high quality metaphases which must be 
karyotyped prior to measurement. In summary, this enumeration of techniques of 
measuring the telomere length is not exhaustive and their utilization alone or in 
combination depends on the specific purpose of the study. 
309 
Table 1. Comparison of widely used techniques for the measurement of telomere lengths. 







Comparison between studies 
Rapid 
Little amount of DNA 
Interphasic # can measure different cell subsets 
cells 
• Large amount of 
DNA 
• Labor intense 






Measurements of „ FISH 
individual telomeres 
DNA 
Short telomeres measurement 
Allelic difference 
Metaphases • Can identify all individual telomeres 
T , . • Assess the number, intensity and the 
3D telomere FISH 3810 position of individual telomeres in 
interphasic nuclei 





• Cannot identify 
individual telomeres 
310 
3. Telomere length variation 
In the normal human population, the length of telomeres is heterogeneous ranging 
between 5 and 15 kb. Also, telomere length is influenced by the genetic background and 
environmental factors. 
3.1. Average telomere length 
The average telomere varies in function between organs, tissues, and cells. One of 
the first studies comparing telomere lengths in different human organs and tissues was done 
in fetal liver, cord blood and adult bone marrow (Vaziri et al., 1994). The average length of 
telomeres of fetal liver (13 kb) is longer than that of cord blood (12 kb) and bone marrow 
(8.5 kb). Another report mentioned that in the same individuals, the average length of 
telomeres of the cerebral cortex and myocardium was greater than in liver and renal cortex 
(Takubo et al., 2002). When the authors analyzed different age groups, they found that, at 
birth, liver (13.7 ± 2.5) and renal cortex (13.7 ± 2.2 kb) had longer telomeres than 
myocardium (12.6 ± 1.1) and cerebral cortex (13.1 ± 1.1 kb) (Takubo et al., 2002). This 
difference between neonates and adults in the general population was explained by the high 
attrition rate of telomeres in liver and renal cortex (Takubo et al., 2002). The difference in 
telomere attrition may be explained by the proliferative capacity of cells, cell-type specific 
mechanisms that maintain telomere length, and the cellular microenvironment. An 
individual presenting with long telomeres in an organ/tissue, generally also had long 
telomeres in other organs/tissues, thus, telomere lengths might be characteristic for each 
individual (Takubo et al., 2002). In addition to organ and tissue differences, many reports 
have mentioned differences in average length of telomere in different cell types of the same 
tissue, such as those of leucocytes subpopulations (Hoffinann et al., 2009; Martens et al., 
2002; Rufer et al., 1998; Rufer et al., 1999). 
Stem cells have been shown to have longer telomeres than progenitor cells. In a 
mouse model, skin, small intestine, cornea, testis, and brain compartments have been 
reported to have the longest telomeres (Flores et al., 2008). In human hematopoietic stem 
cells (HSC), télomères of CD34+CD38- cells are longer than those of CD34+CD38+ cells 
(Van Ziffle et al., 2003; Vaziri et al., 1994). Another study compared telomere length 
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between bone marrow and white blood cells in human adults and found that telomeres of 
bone marrow cells are only 600 bp longer than those of white blood cells (Sakoff et al., 
2002). 
3.2. Individual telomere length 
In addition to tissue differences, telomere lengths differ between cells and between 
the chromosomes within the same cell. Numerous studies have shown heterogeneity in 
telomere length of the same cell type in the same individual (Harley et al., 1990; Moyzis et 
al., 1988; Rufer et al., 1998; Rufer et al., 2001; Weng et al., 1997). The heterogeneity of 
telomere lengths on chromosome arms was first revealed by Lansdorp et al. with 
quantitative FISH (Lansdorp et al., 1996). From this pioneering work to other reports, our 
understanding of the length of specific individual telomeres has increased significantly 
(Baird et al., 2003; Brown et al., 1990; Graakjaer et al., 2003; Lansdorp et al., 1996; 
Martens et al., 1998; Mayer et al., 2006; Samassekou et al., 2009). Telomeres on 
chromosome arms 17p, 19p, and 20q have been reported to be the shortest telomeres, 
whereas 5p, 3p, 4q, and lp contain among the longest telomeres (Martens et al., 1998; 
Mayer et al., 2006; Perner et al., 2003; Samassekou et al., 2009). Besides length differences 
of specific telomeres, variation in telomere lengths on homologous chromosome arms has 
been noticed (Londono-Vallejo et al., 2001; Surralles et al., 1999). A study compared 
telomere lengths on the chromosome arms of the active and inactive X in the same 
individuals and found that both arms of active X chromosome had longer telomere lengths 
than those on the inactive X chromosome (Surralles et al., 1999). To further highlight the 
difference between telomere length on the same arm of homologous chromosomes, we 
studied normal lymphocytes from 20 individuals and found an average ratio of 1.6 between 
the telomere lengths of homologous chromosome arms (Samassekou and Yan, unpublished 
data). Additionally, the variation between the alleles (chromosome homologs) of individual 
telomere lengths can go up to 6 kb in senescence cells (Baird et al., 2003). Furthermore, 
telomere allelic studies have helped to establish minimal lengths for specific telomeres. The 
smallest length a telomere can display before leading to chromosome fusion is 12.5 units of 
TTAGGG in the context of no shelterin protein dysfunctions and negative telomerase 
background (Capper et al., 2007). However, in telomerase-positive cells seven repeat units 
312 
are the minimum for functional telomeres (Xu and Blackburn, 2007). In addition, it has 
been shown that the shortest telomere, but not the average telomere length, is critical for 
chromosome stability and cell viability (der-Sarkissian et al., 2004; Hemann et al., 2001). 
These data showed the importance of allelic telomere lengths with regard to telomere 
dysfunction. Also, the variations between the alleles of individual telomere lengths are 
modulated by genetic and environmental factors and could represent the first step leading to 
differences in telomere lengths between various organisms. 
3.3. Inheritance of telomere length 
The variability of telomere lengths between individuals has led to the emergence of 
the telomere inheritance theory. An early study tested this hypothesis by studying average 
telomere lengths in monozygotic and dizygotic twins and found that telomere length 
differences among individuals seem to be largely genetically determined (Slagboom et al., 
1994). Another group confirmed this inheritance by studying the relative telomere lengths 
on homologous chromosomes of monozygotic and dizygotic twins. In this study, the 
authors found that the relative length of an individual telomere having the same genetic 
origin from monozygotic twins is identical. In contrast, relative lengths of homologous 
individual telomeres of the same individual are different (Graakjaer et al., 2003). A 
subsequent study from the same group showed that relative lengths of some specific 
telomeres of identical genetic origin are similar in parents and offspring (Graakjaer et al., 
2006). The parental inheritance of telomere length has not yet been fully established. A 
study found that the average telomere length is an X-linked inheritance (Nawrot et al., 
2004), whereas other studies have suggested a paternal inheritance (Njajou et al., 2007; 
Nordfjall et al., 2005; Nordfjall et al., 2010). Further studies are needed to gain a clear 
picture on the parental inheritance of telomere length. 
Several loci have been identified to be linked to the regulation of telomere length. 
Studies of linkage analysis have found that loci on 3p26.1, 10q26.13, 12ql2.22, and 
14q23.2 are associated with the regulation of telomere length (Andrew et al., 2006; 
Mangino et al., 2008; Vasa-Nicotera et al., 2005). Further, a study found a linkage between 
a T/C variant at -1327 bp of TERT promoter and the telomere lengths in the Japanese 
population. Individuals who present the T/T genotype at -1327 of TERT promoter have 
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longer telomeres than those with the C/C genotype associated with blood vessel disease 
(Matsubara et al., 2006a; Matsubara et al., 2006b). However, a study carried out in a 
Swedish population found no association between the genotype at -1327 bp of TERT 
promoter and telomere lengths (Nordfjall et al., 2007). One explanation of this difference 
might be the different type of populations studied. Recently, a locus housing the gene of the 
RNA component of telomerase was associated with telomere length (Codd et al., 2010). 
Further population studies are needed to obtain a better understanding of the genetic factors 
involved in the regulation of telomere length. Besides a genetic component, several 
environmental factors, such as obesity, smoking, and psychological stress, have been 
shown to be negatively correlated with telomere lengths (Collins et al., 2003; Epel et al., 
2004; Epel, 2009; Simon et al., 2006; Valdes et al., 2005). 
3.4. Telomere length and normal aging 
Both in vitro and in vivo studies have established a negative correlation between 
telomere length and cellular age. In culture, fibroblasts, lymphocytes, and HSC lose 
between 37 and 120 bp per population doubling (Harley et al., 1990; Vaziri et al., 1993; 
Vaziri et al., 1994). Consequently, telomeres have been coined a 'mitotic clock'. Studies of 
large groups of human populations have revealed a reduction in telomere length as a 
function of age. Tabuko et al. studied 14 different organs, tissues, and cells from 137 
individuals ranging from 0 to 104 years of age. They determined telomeric loss at between 
9 and 147 bp per year, depending on the organ/tissue studied. Moreover, they showed that 
cerebral cortex and myocardium did not show any significant loss of telomeres (Takubo et 
al., 2002). The authors mentioned that telomere maintenance in these organs is due to the 
presence of quiescent cells even if a very small percentage of proliferative cells can exist in 
these organs (Takubo et al., 2002). Further cross-sectional studies have mentioned an 
average telomere erosion rate in peripheral blood lymphocytes (53 bp/year), granulocytes 
(39 bp/year) (Hoffmann et al., 2009), and pancreas (36 bp/year) (Ishii et al., 2006). In 
addition to cell proliferation capacity, the cell microenvironment and telomere length 
maintenance mechanisms can influence telomere loss rates. 
Stem cells also loose telomere sequences over time. Despite telomerase up-
regulation, the average telomere loss in HSC is 1-2 kb over 4 weeks of culture (Engelhardt 
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et all, 1997). Moreover, telomere lengths of in vivo HSC have been shown to decrease with 
age (Lee et al., 2003; Vaziri et al., 1994). These findings suggest that telomerase activity is 
not sufficient to maintain telomere length in HSC. Because of telomere shortening, 
exhaustion of HSC can happen with ageing. Conversely, in germ lines, specifically 
spermatozoa, telomere lengths have been reported to be positively correlated with age 
(Kimura et al., 2008). In their study, Kimura et al. found that average telomere lengths in 
spermatozoa of 50-59-year old men (14.5 kb) were longer than those derived from 18-19 
years old males (12.8 kb). The authors incriminated probable epigenetic features at the 
telomeres and resistance to oxidative stress (Kimura et al., 2008). Further data are needed 
to confirm and understand the impact of this observation. 
' Loss of telomere sequences varies with ages. For instance, attrition rate of telomere 
length is higher in childhood than in adulthood. The average loss of telomeres is around 1 
kb between 0 and 4 years of age, whereas after 5 years of age telomere loss is less than 100 
bp per year (Frenck et al., 1998). Another report confirmed this result by using specific 
blood cells of different age groups. The highest telomere loss of 1.08 kb was observed in 
lymphocytes for the 0-1.5-year old group, while in granulocytes it was 3.05 kb for the 0-
0.5-year old group (Rufer et al., 1999). Also, these studies showed that telomere lengths 
decline over time and depend on the individuals' age and cell types studied. No gender 
difference exists in telomere lengths of leucocytes at birth (Okuda et al., 2002). In 
adulthood, however, telomeres of leucocytes shorten more rapidly in males than in females. 
A role for sex hormones has been suggested but the potential mechanisms are unknown 
(Moller et al., 2009). 
Although cross-sectional studies have provided important information regarding the 
association between telomere length and age, longitudinal studies were necessary in order 
to understand the real impact of ageing on telomere length. In two studies, the average 
telomere length of leucocytes has been measured by quantitative PCR over a 5- and 10-year 
interval in 500 and 959 individuals, respectively. These studies found a negative correlation 
between the average length of telomeres and age. Surprisingly, no correlation was found 
between telomere lengths and age in almost one third of the individuals (Aviv et al., 2009; 
Nordfjall et al., 2009). These studies demonstrate the importance of longitudinal studies for 
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the identification of a clear relationship between telomere length and age and between 
telomere length and other confounding factors. In addition, these types of studies may help 
to provide a clearer picture with respect to the use of telomere length assessments in 
leucocytes as a predictive biomarker for disease. 
4. Telomere length maintenance 
4.1. Roles of telomeres in senescence and immortalization 
At each cell division, human telomeres loose 50-200 bp. This telomere loss is due 
to the 'end replication problem' and to telomere processing by nucleases (Zhao et al., 
2009). When telomeres shorten and reach a critical level, cells enter senescence or undergo 
apoptosis. In culture, normal fibroblasts can divide up to 50-80 population doublings 
before entering into senescence (Hayflick and Moorhead, 1961; Hayflick, 1965). Telomere 
shortening leads to uncapping of chromosome ends which are then recognized as sites of 
DNA damaged. This triggers p53 activation that leads to senescence/apoptosis (d'Adda di 
Fagagna et al., 2003). It is not the average length of telomeres but the shortest telomeres 
which caused telomere-based senescence (Abdallah et al., 2009; Hemann et al., 2001). The 
first stage of cell division arrest is called Hayflick limit and can be bypassed if p53 and Rbl 
proteins are inactivated (Hara et al., 1991; Shay et al., 1991). Then, telomeres continue 
shortening, leading to end-to-end fusion and genomic instability that can be responsible for 
further mutations and cell cycle arrest, called crisis. Some cells can escape this crisis by 
activating telomere length maintenance mechanisms, either employing telomerase (TERT) 
or alternative lengthening of telomeres (ALT) to become immortal. Over-expression of 
telomerase reverse transcriptase (TERT) has been shown to prevent senescence and to 
induce cell immortalization (Bodnar et al., 1998; Counter et al., 1992). When cells become 
immortal with genetic alterations, they can be transformed and give rise to tumours. 
Therefore, telomere length maintenance is essential for cell immortalization and tumour 
formation, whereas senescence and inactivation of mechanisms maintaining telomere 
length are tumour suppressor mechanisms. 
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4.2. Telomerase 
Telomerase is a ribonucleoprotein which adds telomeric sequences at the 3'-
overhang of telomeres (Greider and Blackburn, 1985; Greider and Blackburn, 1987). Its 
catalytical core is composed of two molecules of telomerase reverse transcriptase (two 
molecules of telomerase RNA (TR) and one molecule of dyskerin (Cohen et al., 2007)). 
TERT activity is generally correlated with that of telomerase (Meyerson et al., 1997). In 
humans, TERT is composed of the central reverse transcriptase motifs, a large N-terminal 
region and a short C-terminal region, and both domains are essential for telomerase 
enzymatic function. The N-terminal region interacts with TR (for reviews see Calado and 
Young, 2008). TR is a short sequence of 451 nucleotides ubiquitously expressed in human 
cells and serves as template for reverse transcription of TERT. A secondary structure of 
human TR consists of a pseudoknot, important for the tethering with TERT and a template 
motif used by TERT for telomere elongation. Moreover, a small nucleolar H/ACA motif 
assures TR interaction with dyskerin, hGARl (human glycine-and arginine-rich domain 
protein 1), NHP2 (H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 2), and NOP 10 (Nucleolar 
protein 10), and the CAB (Cajal body) box serves as binding site for TCAB1 (telomerase 
Cajal body protein 1) (Artandi and DePinho, 2010; Chen et al., 2000; Venteicher et al., 
2009). These associated proteins are essential for telomerase stability and transport. 
The activation of telomerase in stem cells and cancer cells counteracts telomere loss 
(Forsyth et al., 2002; Kim et al., 1994). However, telomerase activity is insufficient to 
counteract all telomere losses in stem cells (Lee et al., 2003; Vaziri et al., 1994). In 
tumours, telomerase maintains telomere length at homeostasis in order to maintain the 
proliferative capacity of cancer cells. To do so, telomerase has been shown to preferentially 
act on short telomeres (Bianchi and Shore, 2008; Ouellette et al., 2000; Steinert et al., 
200Ô). When the overall telomere lengths are maintained, telomerase does not 
preferentially or only act on short telomeres but on all telomeres (Fig. 2). Using STELA 
and a BrdUrd (5-bromo-2'-deoxyuridine) pulse chase techniques in HeLa and H1299 cell 
lines, Zhao et al. demonstrated mechanisms regulating telomerase action in human cells 
(Zhao et al., 2009). During each cell cycle, telomerase elongated 70-100% of all telomeres 
regardless of their length through S phase. After telomere DNA replication, the C-strand of 
the leading strand was found to be resected to create a 35 nucleotide G-overhang while the 
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50 nucleotide G-overhang of the lagging strand was generated from the removal of the 
primer and a probable resection of the C-strand. Usually, through all S phase, telomerase 
added 50 nt to the overhangs. Next, the fill-in of C-strands was delayed and happened in 
late S phase (6-7 h after the start of S phase). These results clearly demonstrated that 
telomerase not only elongates short telomeres, as previously shown in other models, but 
also elongates all telomeres when their lengths are homogeneous. The study also showed 
that the C-strand fill-in is uncoupled from G-strand elongation and occurs in late S phase in 
an incremental fashion. This finding might be important in distinguishing mechanisms of 
telomere length maintenance by telomerase in cancer and normal cells. 
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Fig. 2. Telomere elongation by telomerase according to Zhao et al. 
For details see text (Zhao et al., 2009). 
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4.3. Alternative lengthening of telomeres 
Cancer and immortalized cells can utilize non-telomerase mechanisms, called 
alternative lengthening of telomeres or ALT, to maintain telomere length (Bryan et al., 
1995; Bryan et al., 1997). ALT cells are characterized by heterogeneous telomere lengths 
(Bryan et al., 1995), the presence of telomeric DNA and shelterin proteins in promyelocytic 
leukemia bodies (Wu et al., 2000; Yeager et al., 1999), extra-chromosomal telomeric DNA 
(Tokutake et al., 1998), numerous double-stranded and C-rich telomeric circles (Muntoni et 
al., 2009; Wang et al., 2004), increased numbers of DNA damage response foci at 
telomeres (Cesare et al., 2009), and an increase of sister-chromatid exchange (SCE) 
frequency at telomeres (Bailey et al., 2004; Londono-Vallejo et al., 2004). ALT cells do not 
necessarily present all these features at the same time. 
Although the molecular mechanism behind ALT is still unknown, several 
mechanisms are thought to be involved in the maintenance of telomere lengths by ALT. In 
ALT cells, the DNA replication of an intra- or extra-chromosomal telomeric sequence can 
be kept in place or transferred by recombination onto another chromosome or chromosomal 
arm (Dunham et al., 2000; Henson et al., 2009; Muntoni et al., 2009). Telomeric SCE 
might be another mechanism involved in ALT (Bailey et al., 2004). Likewise, in 
telomerase-positive cells in a non-equilibrium state short telomeres are preferentially 
elongated by recombination based-mechanism in some telomerase-negative cells. This 
recombination can be highlighted by an increase in telomere length on long and short arms 
of the Y chromosome (Morrish and Greider, 2009). The simultaneous presence of ALT 
features and telomerase activity have been mentioned in some cell lines (Johnson et al., 
2005) but it is not known if both mechanisms can act together in vivo. 
4.4. Telomere length regulation by shelterin proteins 
Telomere structure, protection, and length are intricate features due, in part, to their 
regulation by shelterin proteins. Failure in any of these telomeric elements can cause a 
negative ripple effect on the overall telomere maintenance. TRF1 is a negative regulator of 
telomere length. TRF1 over-expression leads to telomere shortening, whereas its 
endogenous diminution by its dominant negative form provokes telomere elongation (van 
Steensel and de Lange, 1997). Similarly to TRF1, TRF2 negatively regulates telomere 
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length and TRF2 over-expression also leads to telomere shortening (Smogorzewska et al., 
2000). POT1 has dual roles in telomere length regulation. POT1 can negatively regulate 
telomere length by blocking the access of telomerase to the telomere 3'-end (Kelleher et al., 
2005; Lei et al, 2005), whereas it positively acts on telomerase processivity by forming a 
complex with TPP1 (Wang et al,, 2007). Furthermore, RAP1, TIN2, and TPP1 have been 
shown to be negative regulators of telomere lengths (Kim et al., 1999; Li and de Lange, 
2003; O'Connor et al., 2004; Ye et al., 2004). Due to the networking between shelterin 
proteins, it is difficult to assess the nature of their contribution in telomere length 
regulation. Globally, the shelterin proteins might regulate telomere length by controlling 
the access of telomerase to telomeres, by modifying telomeric and subtelomeric epigenetic 
marks, and by using other unknown mechanisms. 
5. Conclusion 
Telomere biology has tremendously enriched our understanding of many cellular 
processes. During the last three decades, studies on telomere length have greatly 
contributed to decipher carcinogenesis and age-related diseases. Even though great 
discoveries have been made on telomere length biology, many challenges are still to be 
overcome. The mechanisms underlying telomerase activation and recruitment, the 
understanding of ALT mechanisms and extent of ALT involvement in cancer cells, the 
epigenetic influence, and the genetic determinants of telomere length dynamics are 
interesting topics that need to be addressed by the telomere scientific community. 
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